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I. — Introduction. 


Frappé par l’action puissante qu’exerce |’anatoxine dans la 
vaccination antidiphtérique, aprés avoir enregistré nous-méme 
les progres récents réalisés dans ce domaine par la préparation 
de vaccins de haute valeur anligénique, nous nous sommes 
demandé sil n’était pas possible de réaliser, au moyen de 
toxines staphylococciques, la préparation d’une « anastaphylo- 
toxine » capable de jouer un réle dans certaines affections 
déterminées par le staphylocoque. 

Telle est l’hypothése qui nous a guidé dans ce travail. 
Estimant qu avant d’entreprendre des essais dans cette voie, 
il était indispensable de bien connaitre la préparation de la 
toxine et les propriétés de ce poison, nous avons consacré 
ce premier mémoire a l’examen de ces deux questions prélimi- 
naires. 
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II. — Apercu historique. 


Il semble difficile d’établir exactement & qui revient le 
mérite de la découverte de la toxine staphylococcique; car si 
l’existence de poisons présents dans les cultures totales de 
staphylocoques était déja démontrée par Arloing, en 1894, et 
surtout par Rodet et Courmont, en 1892, au moyen de techni- 
ques physiologiques, il s’agissait de poisons peu ou pas filtrables, 
produisant une prédisposition & l’infection staphylococcique et 
activant les phénoménes suppuratifs. 

Mais, en 1895, J. Denys et H. Vandevelde démontrent l’exis- 
lence d’une toxine staphylococcique décelable 2n vitro et in 
vivo, filtrable, capable d’engendrer une antitoxine staphylococ- 
cique et de déterminer ainsi une certaine résistance vis-a-vis 
de l’infection staphylococcique chez les animaux traités. 

A ce poison ils donnent le nom de /ewcocidine, & cause de 
sa propriété spécifique de détruire les leucocytes. 

« Dans Vexsudat formé dans la plevre par l’injection de 
staphylocoques, comme dans les milieux artificiels, il s’élabore 
une substance hautement délétére pour les leucocytes et a 
laquelle nous avons donné le nom de leucocidine. D’autres 
cellules paraissent également sensibles & ce poison... Ainsi, 
nous avons constaté la dégénérescence des cellules éosinophiles 
aprés un contact d’une minute avec |’exsudat a leucocidine. 
Aprés sept minutes, les hématoblastes étaient bientét atteints a 
Jeur tour. 

Les globules rouges subissent également une altération; ils 
se gonflent et se dissolvent. 

Les cellules nerveuses elles-mémes (ganglion sympathi que 
du lapin) montrent des altérations analogues. » 

Comme on le constate, c'est & ces deux savants belges 
qu'il faut attribuer également la découverte de l’hémolysine 
staphylococcique, et méme l’aclion lytique générale de ce 
poison. 

Krauss, puis Neisser et Wechsberg, en 1901, confirment 
existence de l’‘hémolysine staphylococcique. 

En 1914, Dumas, dans une étude sur le staphylocoque 
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doré, range le pouvoir hémolytique parmi les caractéres des 
staphylocoques. 

La méme année, M. Nicolle et Césari précisent le pouvoir 
des différentes souches de staphylocoques ; ils distinguent, 
dans la toxine, le pouvoir hémolytique, le pouvoir léthal et 
le pouvoir escharotique, qu’ils rapportent & une seule et méme 
substance. 

En 1922, Walbum, examinant les conditions générales de la 
production des toxines 7 vitro, étudie spécialement les condi- 
tions oplima de !’élaboration de 'hémolysine staphylococcique ; 
il précise notamment limportance du pH initial de la culture, 
de la présence de certains sels (MgS0*) etc. 

En 1924, Julia Parker montre que la loxine slaphylococcique 
posséde un pouvoir électif pour le derme; avec A. Gunther 
(1931), elle donne & la dermotoxine une identilé propre, la 
séparant ainsi de l’hémolysine et de la leucocidine staphylococ- 
ciques. 

En 1929, F. M. Burnet fournit de nouveaux arguments en 
faveur de unicité de la toxine staphylococcique mise en doute 
par d’autres; il apporte des modifications uliles 4 la composi- 
tion du bouillon, et introduit la notion des cultures en milieu 
gazeux spécial (air chargé de CO*). 

O. Gengou (1930-1932) renforce la théorie de l’unicité de la 
toxine staphylococcique par la méthode d’épuisement; il 4tend 
la propriété lytique 4 d’autres cellules de l’organisme, telles les 
cellules hépatiques, spléniques, etc. 

Signalons encore les essais de culi-réactions de Gertrude 
Remé au moyen de toxine staphylococcique; ceux de Pauton 
et Valentine; ceux de Dolman; ceux de Parish etjClarke, con- 
firmant, tous, certains des points envisagés ci-dessus. 

Faut-il rattacher & la toxine staphylococcique la propriété 
que possédent certaines souches de staphylocoques de coaguler 
le plasma oxalaté [Much (1908); Kleinmilch (1908); Gonzen- 
bach (1918); Gratia (1919)]? 

Aprés Gratia, Hans Gross (1931) retrouve cette staphylo- 
coagulase dans les filtrats stériles; d’aprés ce dernier, les hémo- 
lysines les plus actives sont fournies par les staphylocoques 
fortement hémolytiques, 4 action nécrosante intense et déter- 
minant rapidement la coagulation du plasma citraté,du lapin. 
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Par contre, 0. Gengou (1933), qui étudie cette question, pense 
que la staphylocoagulase est retenue en grande partie par le 


filtre. 


* 
pai 


Dans ce travail, nous donnons le nom de tozine staphylococ- 
cigue au filtrat du bouillon de culture de staphylocoques. Cette 
toxine doit posséder les trois propriétés principales suivantes : 

1° Introduite dans la circulation générale du lapin, elle le 
tue en quelques minutes, méme a faible dose; 

2° Elle possede une action lytique particuliérement marquée 
sur les globules rouges du lapin; 

3° Injectée a faibles doses dans le derme du lapin, elle déter- 
mine en quelques jours une escarre typique. 


III. — Production de la toxine staphylococcique. 


Une des questions primordiales & envisager, lorsqu’on veut 
étudier une toxine, c’est de pouvoir la produire convenable- 
ment; or, la production d’une toxine microbienne dépend de 
deux facteurs. Le premier de ces facteurs consiste en un milieu 
de culture propice; l’exemple qui illustre le mieux cette propo- 
sition est celui de la toxine diphtérique. En utilisant le méme 
germe (souche amérieaine W), mais en modifiant le bouillon 
de culture, on est passé de toxines titrant 200 4300 d. m. m.a 
2.000, 3.000 d. m. m., soit un décuplement du pouvoir toxique. 

L’autre facteur, c'est la sowche toxigéne; il existe, pour une 
méme espéce, des souches non toxigtnes. On peut donc, par 
sélection, obtenir une souche toxigéne; de méme, on peut, 
théoriquement du moins, exalter artificiellement le pouvoir 


toxigéne d’une souche. 


A. — MILIEUX DE CULTURE POUR LA PRODUCTION DE TOXINE. 


Voyons d’abord successivement les milieux proposés par les 
auteurs qui ont produit la toxine staphylococcique. 

Dumas utilise le milieu T. composé comme suit : peptone 
Chapoteaut, 4 p. 100; sel marin, 0,5 p. 100; glucose, 0,2 p. 100. 
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fl alcalinise légerement et examine le pouvoir Resor ine 
aprés cing jours d’étuve a 37°. 

M. Nicolle et Césari emploient le bouillon Martin glucosé & 
2p. 100 et filtrent sur Berkefeld aprés cing jours d’étuve. 

H. Gross prépare un bouillon ordinaire qu'il additionne de 
1&4 p. 100 de peptone de Witte. 

Walbum, qui a spécialement étudié la composition des 
milieux, propose la formule suivante : 


BGOuillong simp eterna ca cuenens: surat. 4.000 

SC Mo ees rae red Seiler WE Wait Quantité habituelle. 
LEXUS GUS Mwai Fon WW 4 6b 6 po 6 ao 0,5 
Phosphate acide de potassium, p. 100... Ore 
Sulfate de magnésium, p.100........ 0,03 


J. Parker se sert du milieu de Walbum, légérement modifié 
comme suit : 4 du bouillon ordinaire sans sucre, contenant 
4 p. 100 de peptone de Witie, on ajoute une solution tampon 
de phosphate; le pH doit se trouver aux environs de 7,4. 

Enfin Burnet se sert, lui aussi, d’un milieu de culture du 
type Walbum ainsi composé: l’extrait de viande, obtenu par 
addition de 4 litre d’eau 4 500 grammes de cceur de beeuf, est 
dilué & 50 p. 100; aprés quoi on ajoute 0,5 p. 100 de peptone 
de Witte, 0,2 p. 100 de KIV?PO+ et 0,03 p. 100 de MgSO* sans 
addition de NaCl; le pH est amené a 7,0. Les cultures. sont 
soumises & une atmosphére renfermant 10 p. 100 de CO. 

Notre premier soin a été d’étudier comparativement ces dif- 
férents milieux, en utilisant la méme souche dans les mémes 


conditions d’expérimentation. 


Tecuniqgue. — Nous rattachant, ainsi que nous le démontre- 
rons plus loin, & la théorie uniciste, nous avons considéré, au 
cours de cette étude, le pouvoir hémolytique comme reflétant 
le pouvoir toxique tout entier. La’recherche du pouvoir hémo- 
lytique consiste 4 déterminer la plus petite quantité de toxine 
capable d’hémolyser I goutte de globules rouges de lapins, 
lavés trois fois et dilués au tiers; on raméne les tubes au 
volume égal de 2 cent. cubes par addition d’eau physiologique. 
Aprés le mélange, les tubes sont portés une heure & 37°, puis a 
la glaciére. La lecture s’effectue lorsque les globules non hémo- 
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lysés sont sédimentés, soit une heure et demie & deux heures 
apres la mise la glaciére. 


Expirience I. — Comparaison entre le milieu T et le milieu de Walbum pour 


la production de la toxine. 

Huit ballons sont ensemencés avec la méme quantité d’une émulsion de 
staphylocoques (souche n° 37, 4 contiennent le milieu T; 4 le milieu W. La 
production de l’hémolysine est controlée a différents temps : 

a) Aprés deux jours de culture ; 


DILUTIONS DE LA TOXINE 


DILUTIONS DE LA TOXINE 


0,25 | 0,1 


Milieu T. 


Milieu W. 


| Signification des abréviations : ++-++, hémolyse totale; ++ +, hémolyse subtotale: 
} +-+, hémolyse partielle; +, faible hémolyse; —, absence compléte Dhedolyes. "3 
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c) Aprés six jours de culture. 


DILUTIONS DE LA TOXINE 


Milieu W. 


ttt) +tt+)++4++[+4+4+4+/4+4+4+4+] + — |= 
EEE As ++++ FEE tre tbt fee a] + 


7 
8 


Les dosages des huitiéme et dixiéme jours donnent les mémes résultats : 
pas d’hémolyse appréciable dans le milieu T; torte hémolyse dans le milieu 
de Walbum. 


Expérience Il. — Essai comparalif de production de toxine dans le bouillon 
Martin glucosé a 2 p. 100 (n° 1 et 2), dans le bouillon Martin simple (n° 3 et 4) 
et dans le milieu de Walbum (n° 5, 6, 7 et 8). 

Aprés huit jours de culture : 


DILUTIONS DE LA TOXINE 


0,5 0,25 0,1 0,05 0,023 0,04 0,005 
Milieu Martin. 
4 eae | haa | ef pa =2 a a 
2 ++++) +++ — St ao aa — 
3 ++++)++++)]+4+4+4{+44+4+] +++ = s 
4 Et ee tt E+ as = = 
Milieu W, 


La faible différence en faveur du milieu de Walbum se maintient dans les 
dosages suivants; le bouillon Martin se montre donc un bon milieu de cul- 
ture pour la production de toxine staphylococcique; le milieu de Walbum 
parait, cependant, rester le milieu de choix, ainsi qu'il appert d’autres essais 
analogues non rapportés ici. 
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Nous nous sommes efforcé d’augmenter la valeur du milieu 
de Walbum soit par addition d’hémoglobine (poudre d’hémoglo- 
bine), soit par addition de sérum ou de liquide d’ascite, sans y 
réussir. De méme, l’addition d’acétate de soude, suivant les 
indications de G. Ramon, n’augmente pas pratiquement la pro- 
duction de toxine. 

Les essais effectués au moyen de milieux synthétiques du 
type Sauton sont restés absolument négalifs. Il en est de 
méme des filtrats d’émulsions de staphylocoques cultivés sur 
gélose. 

Il résulte de nos essais préliminaires que le milieu de 
Walbum s’est montré le plus favorable & la production de 
toxine et que les différentes modifications apportées a sa com- 
position ne l’ont pas pratiquement amélioré. 

Nous nous sommes alors demandé s'il n’y aurait pas 
avantage & adapter, & la production de la toxine staphy- 
lococcique, le milieu de culture récemment mis au point par 
G. Ramon pour l’élaboration de la toxine diphtérique, et 
qui lui a permis d’obtenir des toxines d’un titre extrémement 
élevé. 

Voici la préparation du milieu et le mode de production de 
la toxine : 


A 4 litre d’eau, on ajoute 10 cent. cubes d’HCl et 225 grammes de panse de 
pore fraiche. Il est utile de prendre 5 a 6 panses finement hachées pour 
obtenir une composition constante. On porte au bain-marie A 45° pendant 
deux heures ; on ajoute ensuite 325 grammes de viande de veau de premiére 
qualité, également hachée. On brasse le mélange et on le laisse 4 la tempé- 
rature du laboratoire (45° 4 18°) pendant une vingtaine d’heures. On arréie 
alors la digestion par chauffage 4 100°. On filtre sur étamine, puis on améne 
au pH 6,8-7,0 au moyen de lessive de soude. On chauffe 4 nouveau & 100° 
pendant vingt minutes; on filtre sur papier Joseph; on répartit dans 
des fioles dErlenmeyer 4 deux tubulures et on stérilise vingt A vingt-cing 
minutes a 106°. 

Dans un tel milieu, aprés ensemencement d'une souche de staphylocoques 
hémolytiques et passage d’un faible courant d’air & 20 p. 100 de CO?, on 
obtient une bonne toxine staphylococcique. 


Le milieu décrit, que nous dénommerons, pour la commodité, 
milieu N, présente-t-il une supériorité sur le milieude Walbum? 


Expfrience Il. — Comparaison entre la production de toxine dans le milieu de 
Walbum (ns 1, 2, 3, 4 et 5) et dans le milieu N (n% 5, 6, 7 et 8). 
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Aprés deux jours de culture : 


DILUTIONS DE LA TOXINE 


Aprés six jours de culture : 


DILUTIONS DE LA TOXINE 


0,05 0,025 0,005 0,0025 0,001 


Milieu W. 


SVEN SE ha edpanmepmemspmond Salis — — 
72] 2200 era Ren cn EO ag PRP PoP el 


Milieu N. 


Les maximumsatteints (huititme jour) ont été: pour les milieux de Walbum : 
0,008 et 0,002; pour les milieux N : 0,001 et 0,0005. 


Voici encore un autre exemple comparatif : 


Expéurence IV. — Comparaison entre la production de toxine dans le milieu W 
_ et dans le milieu N. 
Aprés trois jours : 
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DILUTIONS DE LA TOXINE 


Milieu N. 


++. 
+444 | 444+ 
+444] 44 
++++ | +444 


Aprés huit jours de culture : 


DILUTIONS DE LA TOXINE 


0,005 


0,0025 0,001 


Milieu W. 


ees 
+4+4++ 


ee 
ere 


+4 
++4++ 


a. 
+ 
ee 


S| 
++ 


DS hat 
ha a 


Milieu N. 


Ete | tet sett eta est eee 


EOC EEE erat Basa fe 


TEA [ett | A] to | igen ae eee ae 


cO~1 D> ce 


Il ressort des expériences III et IV, et d’autres du méme 
genre exécutées au cours de ce travail, que le bouillon N se 
préte le mieux a la production de la toxine staphylococcique ; 
dans un tel bouillon, la toxine apparait plus rapidement et 
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Yhémolysine atteint un taux plus élevé que dans les autres 
milieux essayés par nous. 

Toutefois, il faut reconnaitre que la production de toxine 
staphylococcique est délicate; aussi avons-nous entrepris 
quelques essais en vue de régulariser cette production. 

Nous avons d’abord recherché si |’addition de sels tampons 
au milieu N, tels qu’on les trouve dans le milieu W, apporte 
une amélioration dans les résultats. 

Le milieu N est done modifié comme suit : avant |’ajuste- 
ment au pH, on ajoute : phosphate acide de potasse : 0,02 p. 100; 
sulfate de Mg: 0,003 p. 400. 


Expértenck V. — Comparaison de la production de toxine élaborée dans le 
milieu N, le milieu N modifié, et le milieu T (témoin). 

Souches : 30 et 32; passage d’air 4 20 p. 100 de CO?. 

Flacon 1 : milieu N ensemencé avec souche 30. 

Flacon 2 : milieu N ensemencé avec souche 32. 

Flacon 3: milieu T ajusté au pH 7,0; souche 30. 

Flacon 4 : milieu T ajusté au pH 8,0; souche 30. 

Flacon 5 : milieu N modifié, souche 30. 

Flacon 6 : milieu N modifié, souche 32. 

Aprés quatre jours de culture : 


DILUTIONS DE LA TOXINE 


et 


0,0025 0,( 04 0, 0005 


Milieu N. 


pe cede eee rl | 
++t4]+4+4++it+4+4l+4+++] 44+ 


Milieu T. 
erie ere Corll Sigal cee 


Milieu N modifié. 


ile 
T 


+ e+ 


ipsaas band 


Apres sept jours de culture : 
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DILUTIONS DE LA TOXINE 


0,05 0,25 0.1 0,05 0,025 0,01 0,005 | 0,0025} 0,001 
Milieu N. 

5 [EMU oeMd natiaae [Bead cal Wiieeael wig ats = | ee | = 
Oy eee ae le araeaelaearcear (araracas | desedecslaeacaese || == = = 
Milieu T. 

3 = = a5 = a2) a es - a 
ra Pa Re ised al Seah ean, Ser 
Milieu N'. 

5 ;++++)++4+4+)]+44++/4+4+4++)]++4+4+]4+4+4+4] - Ss = 

6 peeesteee: SES eee ee | bi) +++ 


Aprés dix jours de culture : 


DILUTIONS DE LA TOXINE 


| 0,025 | 0,01 | 0,005 


Milieu N. 
| ar arse ae | 
SESE 
Milieu T. 


Milieu N'. 
| sae ae | 


L’addition du phosphate acide de potasse et du sulfate de 
magnésium ne modifie pas la production de toxine. 

L’opportunité de la présence ou de l’absence de sucres dans 
les bouillons de culture est controversée; Walbum, J. Parker 
et d'autres insistent sur la nécessité d’écarter toute trace de 
sucre dans les bouillons servant & la préparation de la toxine 
staphylococcique; le bouillon Martin, qui sert & la production 
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de la toxine diphtérique, est débarrassé du glucose par digestion 
a 37°. Or, Ramon a montré que l’addition d’une petite quantité 
de glucose au bouillon, loin de nuire a I’élaboration de la toxine 
diphtérique, la favorise notablement. 

Nous avons donc recherché l’influence du glucose sur la pro- 
duction de toxine staphylococcique. 


Expéarence VI. — Montrant Vaction favorable du glucose ajouté au milieu N 
dans la proportion de 1 p. 1.000. 
Aprés quatre jours de culture : 


DILUTIONS DE LA TOXINE 


0,05 0,025 0,04 4 0,0025 


Milieu N. 


ceca al iio aa aE ON 
oe Series poeges sce eases 


N-+1 p. 1.000 glucose. 


4+4+)+4+4+4+)4+44++ 
ine FEES] FEET] 


Déterminons maintenant la quantité optima de glucose a 
ajouter. 


Expérience VII. — Montrant le taux optima de glucose & ajouter au bouillon N. 

A cing flacons de bouillon N, nous ajoutons respectivement 0,5, 1, 1,5 et 
2,3 p. 1.000 de glucose. Deux flacons du méme bouillon, sans sucre, servent 
de témoins. Culture en atmosphére chargée de CO*; souche n° 30. 

Aprés cing jours de culture: 


DILUTIONS DE LA TOXINE 


GLUCOSE 
0,025 


+4--4++ 
+4 


++ 
+h+t+ 


 odea ap eer 
see 
See ee oe 
eee 
apt tart 
+4++4++4+++ 
ope eee 
Samoa see 
5 eo ian ct 
t++4+++4++ | 
eee oe 
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Aprés neuf jours de culture : 


DILUTIONS DE LA TOXINE 


0,025 0,01 0,005 0,0025 0,001 
1 t+4+t+ | +444 | 444+ | 444+ et 
2 4444+ | ++4+4+ | +444 | +4+++ — 
3 +++ fe - — - 
4 ~ as ~ — -- 
3 t+4+++ | +++ — - - 
6 +4+4+4+ | +4+4++ ~- — - 


Cette expérience montre neltement que, loin de contrarier 
Vélaboration de la toxine au sein du milieu, l’addition de 
4 p. 1.000 de glucose la favorise, comme dans la production de 
la toxine diphtérique. 

Pouvons-nous espérer améliorer encore la production de 
toxine et élever son titre hémolytique ? 

Signalons que, dans un lot de flacons ensemencés de sta- 
phylocoques, la production de la toxine varie assez notablement 
d’un flacon a l’autre, tant dans la vitesse d’apparition du poison 
que dans le taux maximum atteint. Nous verrons plus loin quels 
résultats pratiques on peut tirer de celte observation. 

A la question des différences entre la production de toxine se 
rattachent les modifications du pH. 

Burnet a bien montré l’importance du pH du bouillon. Inver- 
sement, nous avons recherché s’l y a une relation entre le pH 
terminal d’une toxine et son pouvoir toxique (pouvoir hémely- 
tique). 


Exesérience VIIl. — Comparaison entre le pH des différentes loxines et leu 
taux d’hémolysine. 


MARQUE TAUX D’HEMOLYSINE p 
des toxines au moment du pH egunonrtel 
TOWNGES 34 kate oe 0,005 6,6 
‘Roxie, Sie. ee ee eee eee 0,005 6,6 
TOXUMLC 1 Sid 29.0) the Heme 0,001 6,8 
Hikepabemee ie CANS eo 5 oo 4S 0,003 6,6 
APO XU MGs SASS eee tayo acne Ui Absence d’hémolysine. 6,8 
MGI CSUN Geos poo en ae Absence @’hémolysine. 6,4 
TE Oxin 62S 2.58 oe ieee eee Absence d’hémolysine. 6,4 
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MARQUE TAUX D'HEMOLYSINE 


des toxines au moment du pH Peete 
RO XING ROM Omens te mes nes 0,04 ry 
HLOXIMGMS Mba ay ea es oh ew. 0,04 6,2 
MoxinesorlGusre. ya. aes 0,004 6,7 
LIGETI SHC Mee ee er ee 0,025 6,6 
DOXMRew ONG! Mout © Lemar... 0 0025 6,6 


Il n’apparait pas que le pH terminal, voisin en général du pH 
initial (6,8, 7,0), soit en rapport avec le taux d'hémolysine 
atteint. 


B. — Cuorx D'UNE SOUCHE DE STAPHYLOCOQUES. 


Beaucoup d’auteurs ont déja relaté que toutes les souches de 
staphylocoques ne donnent pas de toxine, et que, parmi celles 
quien donnent, on constate de grandes différences. 

A titre indicatif, nous dirons que, sur une cinquantaine de 
souches étudiées, deux seulement ont permis la production 
d’une bonne toxine; l’une provenait d’un phlegmon (souche 
n° 3), autre d’un abcés thoracique {[souche n° 37] (1); il s’agis- 
sait, dans les deux cas, de staphylocoques blancs. 

Nous n’avons pas observé de relation entre la gravité de cer- 
taines affections a staphylocoques et le pouvoir toxigéne du 
germe en cause. 

De méme, des souches isolées de pyodermites du chien ou 
du chat ou de phlegmons de la vache se sont montrées, en 
général, peu toxiques. 

Les souches toxigenes conservent cetle propriété pendant 
longtemps; ainsi, notre souche n° 3, isolée le 5 aotit 1932, a 
conservé jusqu’aujourd’hui, c’est-a-dire pendant quinze mois, 
son pouvoir toxique intact; il en est de méme d'une autre 
souche (n° 37), isolée depuis sept mois, et dont le pouvoir toxi- 
gene n’a pas varié. 


C. — EssAls EXPERIMENTAUX D'EXALTATION DU POUVOIR TOXIGENE 
D'UNE SOUCHE DE STAPHYLOCOQUES. 


La recherche d’une bonne souche toxigéne par sélection 
dépendant du hasard, nous avons tenté d’augmenter arlifi- 


(1) Ges 2 souches nous ont été remises par le Dt Millet, chef de Labora- 
toire de I’hopital Saint-Jean, que nous remercions pour sa grande obligeance. 
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ciellement le pouvoir toxigeéne de notre souche n° 3 par 
passages successifs chez l’animal. 


Experience IX. — Augmentation du pouvoir pathogéne par passages de la souche 


n° 3 chez le lapin. 


La souche, au départ, tue le lapin A la dose de2c.c. 5 d'une émulsion a 
4/10. Nous prenons, comme unité, un tube de gélose inclinée, ensemencé sur 
toute la surface et mis 4 l’étuve pendant vingt-quatre heures; l’émulsion 
des germes recueillis dans 10 cent. cubes d’eau physiologique constitue la 


solution au 4/10. 


Chaque passage comporte une injection intraveineuse chez le lapin, une 
hémoculture sur gélose, et un repiquage d’une colonie sur un deuxiéme tube 


de gélose. 


28 octobre 1932. . 
8 novembre 1932. 


45 novembre 1932. 
25 novembre 1932. 


PASSAGES VIRULENCE DE LA SOUCHE 


5 émuls. 1/10, le lapin meurt le 5e jour. 


dence 

0c.c. 8 émuls. 1/10, le lapin meurt le 4° jour. 
2cent. cubes émuls. 1/10, le lapin meurt le 2° jour. 
0c.c.5 émuls.4/10, le lapin meurt en 24 heures. 
0c.c. 25 émuls. 1/20, le lapin meurt le 5e jour. 


Nous arrétons les passages pendant un mois; la souche est conservée a la 
glacitre; au quatriéme passage, le pouvoir hémolytique ne s'est pas modifié. 


SS 


5 janvier 1933. 
44 janvier 1933. 
43 janvier 1933. 
49 janvier 1933. 
34 janvier 1933. 

4 février 1933. 

7 février 1933. 


PASSAGES 


VIRULENCE DE LA SOUCHE 


NR A NS SERS 


25 émuls. 1/20, le lapin meurt le 5e jour. 
25 émuls. 1/20, le lapin meurt en 24 heures. 
2 émuls. 1/100, le lapin meurt le 4¢ jour. 
3 émuls. 1/200, le lapin meurt le 4¢ jour. 
3 émuls. 4/400, le lapin meurt le 3° jour. 
cent cube émuls. 1/1.000, le lapin meurt en 24 heures. 
c. c. 5émuls. 1/4.000, le lapin meurt en 24 heures. 


< 
- C. 
-¢ 
¢ 
~C¢ 


. 


c 
Cc 
Cc 
Cc 
Cc 
e 


0 
0 
0 
0 
0 
4 
0 


A cette date, la souche qui a subi onze passages en trois mois a vu sa 
virulence augmenter de prés de 500 fois. 


Voyons, maintenant, quel est le pouvoir hémolytique des 
souches isolées au cours de ces différents passages. 


EXPERIENCE X. — Pouvoir hémolytique des souches isolées au cours de passages 
successifs chez Vanimal. 

Ensemencement sur milieu N. 

Souches utilisées : $3 (souche originale). 

S 19 du quatriéme passage; S 28 du septigme passage; S 30 du neuviéme 
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passage; S 31 du dixiéme passage; S 32 du onzieme passage. Témoin : 
$33, anthrax. 


Aprés neuf jours de culture : 


QUANTITES DE TOXINE 


Souche 
Souche 
Souche 
# Souche 
eonche ‘ Sinaia tale =F 
ouche 32 ++---+ 
Souche 33 (témoin). nae voumiens spt 


Aprés treize jours de culture : 


DILUTIONS DE LA TOXINE 


0,01 0,005 0,0025 


On voit donc par la, mise a part la souche originale qui a été 
plus lente & produire son hémolysine, que les passages succes- 
sifs d’animal & animal n’augmentent pas le pouvoir toxigéne 
de la souche, contrairement a la virulence. Virulence et pouvoir 
toxique sont deux propriétés distinctes, ainsi que G. Ramon et 
R. Debré l’ont encore récemment montré pour le bacille diph- 
térique. Nous en apportons une nouvelle confirmation avec le 
staphylocoque. 

Maleré la stabilité que montre la propriété toxigene d’une 
souche de staphylocoques, on peut toutefois envisager la possi- 
bilité d’exaltation de ce pouvoir toxique par d’autres techniques. 

Partant du fait que, dans une série de flacons se trouvant 
exactement dans les mémes conditions et ensemencés avec une 
méme quantité d’une méme émulsion homogéne de staphylo- 
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coques, certains de ces flacons montrent une production plus 
abondante et plus rapide de toxine, on peut se demander si, 
dans une colonie bien isolée de staphylocoques, il n’existe pas 
des germes doués différemment de propriétés toxiques. Cette 
hypothése s’appuie sur la constatation aujourd'hui inconteslée 
de colonies R et de colonies S, de virulence fort différente, 
existant dans une culture pure d’un germe donné. 

Il nous parait prématuré d’étayer cette hypothése sur les 
quelques constatalions préliminaires que nous avons relevées; 
nous pensons, toutefois, qu'il est possible d’arriver & une amé- 
lioration dans la production de toxine, par sélection in vitro. 


Expérience XI. — On prépare d’abord une provision de bouillon N de fagon 
a conserver ce facteur constant. 

Douze Erlenmeyer sont ensemencés avec la souche n° 42 (ancienne souche 
originale n° 3). 

Aprés cing jours de culture, les flacons 5, 7 et 8 donnent une hémolyse a 
0.005; les autres sont manifestement moins avancés. 

Premier passage : 3 flacons (n° 43, 14 et 15) sont ensemencés avec 10 cent. 
cubes de la culture prélevée dans le n° 5. Aprés quatre jours de culture, les 
bouillons donnent respectivement comme hémolyse : n° 43 : 0.025; n° 44: 
0,0025; n° 15 : 0.001. 

Deuxiéme passage : 3 flacons (n° 16, 17 et 18) sont ensemencés avec le con- 
tenu du flacon n° 15; aprés sept jours, le flacon n° 18 donne une hémolysine 
titrant 0.001. 

Troisiéme passage : 7 flacons (n** 19 a 25) renfermant 200 cent. cubes de 
bouillon N sont ensemencés avec 10 cent. cubes du flacon n° 48. 

Le sixiéme jour, les flacons 20, 22, 23, 24 et 25 titrent 0.0025, soit 5 bons 
développements sur 7. 

Quatriéme passage : 2 Fernbach (n°s 26 et 27) de 750 cent. cubes de bouillonN 
sont ensemencés avec 10 cent. cubes prélevés dans le flacon n° 23 (titre : 
0.0025). Le troisiéme jour, leur titre est respectivement de 0.0025 et 0.005; le 
sixiéme jour il atteint 0.0005 et 0.004. 

Cinquiéme passage : 5 Erlenmeyer (n°: 28 A 32) sont ensemencés avec la 
culture prévelée dans le Fernbach n° 27. Au cinquiéme jour, on obtient les 
résultats suivants : 

Les flacons 28, 29, 30, 32, 33 montrent un titre hémolytique variant entre 
0.001 et 0.0005 ; seul le flacon ne 34 est nettement au-dessous de ce taux. 

Sixiéme passage : Du flacon n° 32 qui donne le taux le plus élevé d’hémoly- 
sine, nous ensemengons 6 Erlenmeyer (n° 34 4 39); les dosages des troisiéme 
et sixiéme jours donnent un taux d’hémolysine variant entre 0.004 et 0.0005. 

Septieme passage : Du flacon n° 34, on ensemence 3 Erlenmeyer, dont le taux 
d’hémolysine n’atteint pas des chiffres supérieurs 4 ceux mentionnés. 


Il résulte de ces essais que les passages successils in vitro, 
effectués dans de bonnes conditions de sélection, favorisent la 
production de l’hémolysine, en ce sens que cette production 
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devient, au cours des passages, plus rapide et plus constante ; 
mais il parait difficile d’élever sensiblement le taux d’hémoly- 
sine d'une souche donnée; ce taux semble fixe pour une souche 
sélectionnée. Par contre, il peut facilement tomber si les condi- 
tions de production deviennent défectueuses. 

Avant d’examiner les propriétés de la toxine staphylococ- 


Fig. 1. 


cique, nous croyons utile de décrire l’appareillage que nous 
employons pour la production de la toxine. 


Expériencrk XII. — L’étuve utilisée est une étuve horizontale a un seul 
étage; un réservoir plat, rempli d’eau, en constitue le fond (1). L’eau est 
chauffée par une rampe de becs-veilleuses (2). Grace au grand volume d’eau 
(50 litres environ), on obtient une température bien réguliére. Le réglage et 
la détermination de la température se font dans des récipients d’huile de 
vaseline (3) placés a l’intérieur de l’étuve. On obtient ainsi la température 
exacte des milieux ensemencés. 

Les cétés de |’étuve sont a double paroi (4). La partie supérieure est com 
posée de deux chassis vitrés 4 glissiére (5) facilitant]’accés et la surveillance 
des balions de culture. 
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Ceux-ci (Erlenmeyer a 2 tubulures ou Fernbach) sont reliés les uns aux 
autres par des ajutages en caoutchouc. Ils sont protégés de la contamination 
par deux bourres d’ouate placées a l’entrée et a la sortie des flacons. 

Le mélange gazeux (air A 20 p. 100 de CO%), dés son entrée dans Vétuve, 
passe d’abord par un flacon laveur (6) qui sert a observer le débit gazeux; 
puis il traverse la série des ballons, sort de l’étuve et s'échappe a l’extérieur 
du laboratoire par une cheminée. 

Le mélange gazeux est préparé, puis envoyé 4 l’étuve de la maniére sui- 
vante : 

2 flacons de 20 litres, dont l'un est vide et l’autre rempli d’eau aux 4/5 
reposent sur deux consoles coulissant latéralement le long d'une potence ; 
ils sont reliés A leur partie inférieure par un gros tuyau en caoutchouc 
muni d’un robinet ou d’uncompresseur 4 vis, permettant le passage du liquide 
du flacon supérieur au flacon inférieur et son réglage (7). 

Le goulot de chaque flacon est fermé par un bouchon percé de trois tubu- 
lures 4 robinet : la premiére communique avec l’extérieur; la deuxiéme est 
reliée a la bonbonne de CO?; la troisitme communique avec le flacon laveur 
de l’étuve. 

Pour faciliter la description de lopération, appelons A le flacon placé en 
haut et rempli aux 4/5; a, 5, c, les tubulures allant 4 l’extérieur, a la bonbonne 
et a létuve. : 

Marquons B le flacon inférieur vide et a’, 6', c’ les tubulures de son orifice 
supérieur. 

Supposons le flacon B rempli d’air 4 20 p. 100 de CO?. 

Ouvrons les tubulnres a et b de A et remplissons le 1/5 du flacon de CO* 
pur; grace 4 la pression de la bonbonne, le CO* chasse lair, et, vu sa densité, 
se maintient dans le récipient fermé en 6 et c, mais ouvert en a. Ouvrons 
maintenant la communication inférieure entre A el B et fermons a’ et 0’ 
Yeau entre en B par le bas et chasse l’air qui s’engage par c’ ouvert dans 
le flacon laveur. Pendant ce temps, le flacon A se remplit lentement d’air, 
et, lorsqu’il est vide, il renferme un mélange d’air ayant une teneur de 
20 p. 100 de CO®; il suffit alors d’intervertir la position des flacons A et B et 
de recommencer |’opération. 

Une opération le matin et une le soir permettent le passage constant et 
régulier du mélange gazeux dans les milieux de culture. 


IV. — Caractéres de la toxine staphylococcique. 


A. — Povuvoirn HEMOLYTIQUE. 


Un des caractéres de la toxine staphylococcique le plus 
facile & rechercher, c'est son pouvoir hémolytique. Rappelons 
que J. Denys et H. Vandevelde ont, les premiers, observé le 
phénoméne de |’hémolyse en examinant au microscope le gon- 
flement, puis la lyse des globules rouges immergés dans la 
toxine. 

Ce pouvoir hémolytique est d’autant plus marqué que la 
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toxine est plus concentrée, mais cela n’est pas rigoureusement 
vrai, ainsi que le prouve l’expérience suivante : 


Exekrience XII. — Dans une série de tubes, portons des doses décrois- 
santes de tuxine en commencant par de fortes doses : 

2 cent. cubes; 1 cent. cube; 0'c.c. 5; 0c.c. 25; 0 c.c. 1; 0 cc. 05; 0 c.c. 098 
0 c.c. 01; 0 c.c. 005. 

Ajoutons dans chaque tube I goulte de globules rouges de lapins lavés et 
dilués au tiers; amenons tous les tubes au volume de 2 cent. cubes par 
addition d'eau physiologique, puis portons a 37° et observons attentivement 
Yapparition de 'hémolyse. Au bout de quelques minutes, nous constatons 
que lhémolyse débute en premier lieu dans le cinquiéme tube (0c. c. 4 
toxine), puis s’étend aux sixiéme et septiéme tubes, puis aux huititme et 
neuviéme; a ce moment, le tube n°3 (0 c. c. 5) n’est que partiellement hémo- 
lysé; les tubes n°s 1 ef 2 ne s’hémolysent pas. 


Si l’on répéte expérience en augmentant la quantité de glo- 
bules, on constate que l’hémolyse débute encore dans le cin- 
quiéme tube. 

Il existe donc, dans le milieu, des substances qui s’opposent 
a l’hémolyse. Toutefois, les globules rouges non hémolysés 
sont touchés par la toxine; en effet, si on centrifuge les tubes 
n* 1 et 2, et si on redissout le culot contenant les globules 
dans de Peau physiologique, on observe leur lyse instantanée. 

Cette propriété inhibitrice n’est pas spécifique pour la toxine ; 
elle se retrouve dans le bouillon qui tui donne naissance 
(bouilion N); cette propriété du bouillon d’inhiber ’hémolyse 
permet de mieux mettre en évidence Ja sensibilité des globules 
mis en contact avec la toxine; en effet, on peut penser que, dans 
Vessai précédent, ’hémolyse rapide, qui se produit aprés sus- 
pension dans l’eau physiologique des globules « sensibilisés », 
est due & un reste de toxine libre; or, si on lave plusieurs fois 
ces globules avec du bouillon de fagon & débarrasser le milieu 
de toute trace de toxine sans les hémolyser et si, ensuite, on 
les porte dans l’eau physiologique, ils s’hémolysent immédia- 
tement, preuve que la toxine les a précédemment touchés. et 
qu’ils sont en puissance d’hémolyse. 

Cette constatation est & rapprocher de celle qu’a faite & ce 
propos O. Gengou. Ce savant a montré que les globules rouges, 
mis en présence d’hémolysine staphylococcique a la tempéra- 
ture de 0°, n’hémolysent pas mais absorbent de la toxine, car, si 
apres centrifugations et lavages répétés en eau physiologique 
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a 0°, on les porte & la température du laboratoire, ils se lysent 
en quelques instants. 

Notons encore que les substances inhibitrices de I’hémolyse 
staphylococcique n’ont aucune action sur d'autres substances 
hémolytiques, l’oléate de soude par exemple. 


Expérignce XIV. — Prenons une solution d’oléate de soude a 2 p. 100. Por- 
tons des dilutions décroissantes de cette solution dans des tubes et exami- 
nons le taux minimum d’hémolyse. 


Refaisons le méme essai en remplacant l'eau physiologique de la solution 
par du bouillon N; ’hémolyse se produit sans aucune inhibition. 


Madsen a montré que les globules rouges qui ont adsorbé de 
la tétanolysine par contact & basse température et que l’on 
traite ensuite & froid par du sérum antitoxique, restent intacts 
lorsqu’on les transporte a |’étuve & 37°. 

Nous avons essayé de reprendre l’expérience avec de la 
toxine staphylococcique; malheureusement, nous n’avons pu 
confirmer entiérement l’observation de Gengou concernant 
la protection des globules rouges vis-a-vis de la toxine a 0°. 
Nos toxines staphylococciques diluées au 1/10, et au 1/100 
altaquent les globules & 0,— 4°, méme si le contact n’est que 
de deux & trois heures. 

C. Dujarric de la Riviére et N. Kossovitch ont montré que 
des globules rouges mis préalablement en contact avev de 
lanatoxine tétanique sont protégés contre l’action hémolytique 
de la toxine tétanique ; par contre, les globules, mis en contact 
d’abord avec l’anatoxine, puis avec l’antitoxine tétanique, 
subissent, 4 37°, ’hémolyse dans certaines conditions d’expé- 
riences. 

Peut-on observer un phénoméne analogue avec la toxine, 
lantitoxine et l’anatoxine staphylococciques ? 


Expérience XV. — Dans deux verres a pied, on mélange respectivement 
dans le premier, 2 c. c. 5 de globules rouges au tiers, 2 c. c. 5 d’eau physio- 
Jogique et 0 c. c, 5 d'anatoxine staphylococcique provenant d’une toxine trés 
active. 

Dans le deuxiéme, on ajoute simplement & 2c. c. 5 de globules rouges au 
tiers et 3 cent. cubes d’eau physiologique. On posséde ainsi deux émulsions 
de globules rouges de méme densité. 

Aprés un contacl de quatre heures a la température du laboratoire, les 
émulsioas globulaires sont mises en présence d’une série de tubes renfer- 
mant des doses décroissantes de toxine. 
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DILUTIONS DE LA TOXINE 


0,05 0,025 0,04 0,005 | 0,0025) 0,001) 0,0005 


Globules + anatoxine, 
III gouttes rae fee 
Globules rouges, LIT gouttes.|++4+4 }+4+ 


ll n’y a done aucune différence entre les globules mis en 
contact préalable avec l’anatoxine, et les globules tels quels, 
vis-a-vis de la toxine. 

D'autres essais, ot la quantité d’anatoxine a été fortement 
augmentée et le temps de contact notablement prolongé, n’ont 
pas modifié nos résultats. 

Les globules rouges, touchés par l’anatoxine, sont-ils plus 
sensibles vis-a-vis du sérum anti? 


Expérience XVI. — On prépare d’abord trois verres a pied : 

Dans le premier, on mélange 2 c.c. 5 de globulesrouges au tiers + 2. ¢. 5 
d’eau physiologique, 

Dans le deuxiéme, on mélange 2 c.c.5 de globules rouges au tiers + 0 c.c.5 
d’anatoxine; on laisse en contact pendant quatre heures a la température du 
laboratoire, puis on ajoute 2 cent. cubes de sérum antistaphylococcique; on 


laisse en contact vingt minutes. 
Dans le troisiéme verre, on mélange 2c. c. 5 de globules rouges au tiers, 
2c. c. 5 d’eau physiologique et 2 cent. cubes du méme sérum anti; contact: 


vingt minutes. ~ 

Les trois mélanges sont portés ensuite respectivement dans une série de 
tubes, dilués successivement de moitié d’un tube a l'autre, et ramenés par 
l'eau physiologique & un volume commun. lls sont portés a l’étuve a 37° et 
agités toutes les quinze minutes. Apres deux heures d’étuve, on ne constate 


dans aucun tube une trace d’hémolyse. 


Par contre, ce qui s’observe avec une netteté remarquable, 
c'est la fixation de l’anatoxine sur le sérum antistaphylococ- 
cique. 

Si, en effet, on mélange en quantité convenable toxine et 
antitoxine staphylococciques et si, ensuite, on ajoute des glo- 
bules rouges, ceux-ci ne sont pas hémolysés. Par contre, si on 
mélange préalablement sérum et anatoxine, et si, aprés 
contact d’une heure, on ajoute la toxine, les globules rouges 
amenés dans un tel mélange s’hémolysent rapidement, l’ana- 
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toxine ayant préalablement fixé le sérum anti, qui, dés lors, ne 
peut plus neutraliser la toxine. 

Cette propriété, que nous avons mise en évidence il y a 
quelques années pour la toxine diphtérique, est trés nette dans 
ce cas, grace al’action hémolytique de la toxine tn vitro. 


B. — Pouvoir LYTIQUE. 


Le pouvoir lytique ne se manifeste pas seulement vis-a-vis 
des globules rouges. Denys et Vandevelde ont montré que 
cette action s’exerce également sur les globules blancs (leuco- 
cidine) et méme sur les hématoblastes et les cellules ner- 
veuses. 

O. Gengou a récemment montré que cette action lytique 
s’observe, 7m vitro, sur les cellules hépatiques, rénales, splé- 
niques, etc. i 

La toxine posséde-t-elle les mémes propriétés lytiques in 
vivo? et, s'il en est ainsi, cette lyse ne joue-t-elle pas son réle 
dans la mort de l’animal lorsque la toxine est portée dans la 
circulation générale? 

C’est pour répondre a ces questions que nous avons étudié 
lanatomo-pathologie des Iésions aigués provoquées par la 
toxine staphylococcique (1). 


Erupe avatomo-PatHoLocigur. — Nous nous sommes servis de 
toxines provoquant la mort d’un lapin de 2 kilogrammes & la 
dose de 1 cent. cube et méme moins, administrées par voie 
veineuse. 


L&sioNS MACROSCOPIQUES CHEZ LE LAPIN. — Lorsque la mort a 
été rapide, l’autopsie peut ne montrer, & premiére vue, aucune 
lésion caractéristique; au contraire, lorsque le temps écoulé 
entre l'injection et la mort a été plus long (quelques heures), 
on voit assez régulitrement apparaitre une péricardite séreuse; 
nous avons toutefois observé cette lésion trente minutes aprés 
injection d’une toxine particuliérement violente. 


(1) Avec la collaboration du Dr E. Picard, chef de travaux au laboratoire 
d'anatomie pathologique de l'Université de Louvain. 
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Dans d'autres cas, nous avons observé un exsudat périto- 
néal accompagnant une péricardite intense. 

Dans certains cas d’intoxication aigué, nous avons relevé des 
suffusions hémorragiques dans le médiastin et sur la surface 
du rein. Enfin, on constate réguliérement I’hémolyse du sang 
prélevé immédiatement aprés la mort; cette hémolyse est plus 
ou moins intense, suivant le temps qui s’écoule entre l’injec- 
tion et la mort de l’animal. 


L&sions microscopigues. — Les organes prélevés & l’autopsie, 
effectuée immédiatement aprés la mort, sont fixés au liquide 
de Zenker. 

Au microscope, on retrouve généralement, dans chacun des 
organes prélevés, la disparition de la majeure partie des glo- 
bules rouges du sang des veines; celles-ci apparaissent rem- 
plies d’une flaque de liquide homogéne dans lequel persistent 
seulement quelques globules intacts. 

La plupart des vaisseaux et capillaires sanguins sont en 
vasodilatation marquée. ; 

Les lésions microscopiques du fore sont particuliérement 
intenses. Chez tous les lapins morts rapidement aprés une 
injection de toxine, la presque totalité des cellules hépatiques 
présentent une lyse compléte de leur protoplasme, tandis que 
le noyau apparait intact et les dimensions de la cellule 
inchangées. Il s’agit de toute évidence d’une hépatite toxique 
suraigué ayant détruit tout le parenchyme de l’organe. 

Les poumons présentent de larges foyers de congestion et de 
splénisation. 

Le myocarde montre des lésions inconstantes ; dans certains 
cas, on trouve des fibres présentant un aspect granuleux et 
hyperplasique 4 cété d’autres fibres indemnes; par contre, 
dans plusieurs cas d’intoxication aigué, il n’a pas été possible 
de mettre en évidence des altérations caractéristiques. 

Le péricarde est le siége d’un épaississement fibrineux en rap- 
port avec l’exsudat péricardique, trouvé macroscopiquement. 

Les reins sont le siége d’une néphrite épithéliale aigué débu- 
tante, caractérisée par une tuméfaction trouble des tubes con- 
tournés. Ces lésions toxiques du rein sont beaucoup plus 
discrétes que celles des cellules hépatiques. 
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Le thymus, la rate et les ganglions lymphatiques ne montrent 
pas de Iésions de leurs cellules, mais présentent un engorge- 
ment sanguin avec de nombreuses suffusions hémorragiques 
dans les interstices cellulaires. 

En résumé, la toxine staphylococcique provoque in vivo des 
lésions importantes de nombreux organes, se manifestant par 
une destruction des protoplasmes cellulaires, destruction 
d’autant plus marquée que la cellule est plus délicate. 

Ces Iésions sont-elles responsables de la mort subite qui 
survient 4 la suite de l’injection intraveineuse? 

L’examen physiologique va répondre a la question. 


ACTION PHYSIOLOGIQUE DE IA TOXINE STAPHYLOCOCCIQUE (1). — 
Dans l’apercu historique de ce travail, nous avons relaté les 
expériences anciennes d’Arloing, en 1891, et de Rodet et 
Courmont, en 1892, sur l’action physiologique des toxines sta- 
phylococciques proprement dites; il s’agit cependant de cul- 
tures totales, non filtrées, le filtrat relenant, d’aprés ces auteurs, 
la plupart des substances nocives. 

Dans ces conditions, ils observent, chez le chien injecté de 
toxine, une tendance & l’arrét de la respiration en expiration, 
une augmentation de la pression sanguine, un affaiblissement 
du coeur avec chute de la température et apparition de con- 
vulsions. 


Tecunigue. — Chez une série de lapins d’environ 2 a 
2 kilogr. 5, nous enregistrons la respiration au moyen du 
pneumographe, et nous inscrivons|’activité cardiaque au moyen 
du manométre métallique de Gad et au moyen de 1|’électro- 
cardiographe. La pression artérielle est, en outre, enregistrée 
au Manoméetre a mercure. 

Lorsque, chez des lapins ainsi préparés, on injecte, par voie 
jugulaire, une dose de 2 c. c. 5 de toxine staphylococcique ou 
lorsqu’on infuse lentement dans la veine jugulaire la méme 
dose de toxine diluée dans du liquide physiologique, on observe, 
aprés quelques minutes, une chute progressive de la pression 
artérielle, qui se manifeste en méme temps qu’une série de 


(1) Avec la collaboration du professeur J. J. Bouckaert, Institut F. Heymans 
de Pharmacodynamie, Université de Gand. 
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troubles cardiaques : ceux-ci se caractérisent toul d’abord par 
un ralentissement cardiaque dont l’origine semble étre sinu- 


IE, 


sale; ce ralentissement cardiaque s'accompagne d’une dimi- 
nulion progressive de l’amplitude cardiaque enregistrée au 
manométre de Gad. Aprés un temps trés court, ce ralentisse- 
ment cardiaque est remplacé par de la fibrillation ventricu- 
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laire qui améne trés rapidement la mort de l’animal. Les 
symptomes cardiaques, énumérés ci-dessus, s'observent aussi 
bien chez le lapin vagotonique que chez le lapin normal. 

Pendant toute la période des troubles cardiaques, la respi- 
ration se maintient normale; les mouvements respiratoires 
s’observent méme, pendant quelque temps encore, aprés l’arrét 
du coeur : dans la période préterminale, ils sont entrecoupés 
de mouvements convulsifs. 


Expérience XVII. — Lapin de 2 kilogr. 400. Injection dans la veine marginale 
de Voreille de 2 c.c. 5 de toxine staphylococcique; on constate (fig. 2), 
la diminution passagtre de Ja pression artérielle immédiatement aprés 
injection, due a l’action hypotensive des peptones contenues dans la toxine; 
puis, aprés un bref retour 4 la normale, on remarque la chute progressive 
de la pression artérielle, tandis que le rythme respiratoire reste normal ; 
enfin, les convulsions respiratoires a la période anté-mortelle. 

A la figure 3, on constate la diminution progressive de lamplitude car- 
diaque tandis que la respiration se maintient normale. 


Expirience XVIIJ. — Lapin de i kilogr. 910. Enregistrement de la pression 
au manométre métallique et pneumogramme. Enregistrement a ]’électro- 
cardiographe. 

Injection de 2 c. c. 5 de toxine staphylococcique dans la circulation san- 
guine (voir tableaux III et IV) : 

En 1, immédiatement aprés Vinjection. 

En 2, électrocardiogramme en troisiéme dérivation. 

En 5 et 6, section des deux nerfs pneumogastriques. 

En 7, injection intraveineuse de sulfate d’atropine. 

En 8, électrocardiogramme. 

En 9, nouvelle injection intraveineuse de 2 c. c. 5 de toxine. 

En 10 et 11, électrocardiogrammes. 


Chez le chien, on observe les mémes symptomes aprés injec- 
tion d'une dose massive de toxine (environ 1 c. c. 5 de toxine 
par kilogramme d’animal). 

L’injection intraveineuse détermine également, chez le chien, 
aprés quelques minutes, un ralentissement cardiaque bientét 
remplacé par des phénoménes extrasystoliques qui font place 
eux-mémes & la fibrillation ventriculaire. 


Expérmnce XIX, — Chien de 18 kilogr. 500. Injection de 1 c¢. c.5 de toxine 


par kilogramme de poids d’animal. Inscription de lactivité cardiaque et 
électrocardiogramme (fig. 6). 


L’injection intraveineuse chez le chien d’une dose moindre 
de toxine (environ 0c. c. 2 par kilogramme) ne détermine pas 
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la mort immédiatement; toutefois, l’animal succombe aprés 
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trois ou quatre jours, en présenlant des symptémes tels qie 
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Expérrence XX. — Chien de 10 kilogrammes (voir fig. 7 et 8). 
En A. Electrocardiogramme en trois dérivations (A 1, 2 et 3). 


Fire:.8e 


Injection intraveineuse de 2 ¢ 

Le lendemain de l’injection ( 
forte dépression. 

En B. Electrocardiog: 


ent. cubes de toxine. 
10 heures a. m.), animal se trouve en état de 


a . “i . ‘ . 
amme en trois dérivations. On constate, a ce 
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moment, des hémorragies dans la chambre antérieure de l’ceil (aux 2 yeux). 
A 48 heures, vomissements glaireux. 


En C. Electrocardiogramme en trois dérivations. 

Le surlendemain de l’injection, 4 9 heures, l’animal est fortement déprimé, 
les hémorragies de |’ceil sont trés marquées. 

En D (a 11 h. 30). Eleetrocardiogramme en trois dérivations. 

L’animal meurt vers 15 heures. L'autopsie montre des hémorragies mar- 
quées dans le foie, les reins, l’intestin et le poumon gauche. 


En conclusion, sinous examinons les résultats des examens ana- 
tomo-pathologiques et ceux des épreuves physiologiques, nous 
constatons que !’injection intraveineuse d’une dose massive de 
toxine staphylococcique détermine la mort du lapin ou du chien 
en quelques minutes; la cause de cette mort semble se rapporter, 
avant tout, 4 une déficience cardiaque dorigine sinusale. 

Lorsqu’on injecte par la voile veineuse une dose moindre 
de toxine, qui permet une survie de quelques jours, il semble 
que la mort soit due en outre & des troubles de fonctionnement 
de plusieurs organes, notamment du foie, du rein et des 
poumons, ainsi que le prouvent a la fois les symptémes 
observés et les altératicns profondes relevées au microscope. 


ACTION NEUROTROPE D& LA TOXINE STAPHYLOCOCCIQUE. — Nous 
avons recherché l’existence d'une action neurotrope du poison 
staphylococcique. Rappelons d’abord l’action de Ja toxine in 
vivo sur les cellules des ganglions sympathiques. Mais l’action 
toxique sur le systéme nerveux se révéle par linjection des 
émulsions staphylococciques. Si l’animal survit a l’injec- 
tion, il présente trés rapidement et constamment une paralysie 
du train postérieur qui remonte et qui tue l’animal en fort état 
d’amaigrissement (1). 

On observe également ces paralysies chez cerlains lapins 
vaccinés 4 l’anatoxine staplhylococcique et qui ont survécu a 
des doses mortelles d’émulsions. 

Les paralysies relévent-elles de la toxine staphylococcique ? 

A cet eflel, nous avons effeetué différentes expériences con- 
sistant & injecter, chez le lapia et chez le cobaye, des toxines 
partiellement atténuées de facon a pouvoir injecter une dose 
assez forte de poison. 


(1) Notons toutefois que le lapin contracte des paralysies du train posté- 
rieur avec une extréme facilité. 
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Expérience XXI. — a) A3 lapins, nous injectons dans la veine de Voreille 
une toxine tres active, mais partiellement atténuée par le formol, ce qui 
permet l’introduction de fortes doses. 

Le premier lapin recoit 7 c. c.5 de toxine ; le deuxiéme, 6 c. c.5 et le 
troisiéme, 5 cent. cubes. Les animaux, qui ont tres bien supporté l’injection, 
n'ont montré, ni précocement ni tardivement, aucun symptome de paralysie. 

b) & lapins recoivent en injection jintraveineuse, 2 autres en injection 
péritonéale, de fortes doses de toxine partiellement neutralisée par du 
sérum antistaphylococcique ; les animaux n’ont présenté, 2 aucun moment, 
des symptomes paralytiques. 


Experience XXII. — a) 8 cobayes recoivent, en injection sous-cutanée, au 
niveau de la cuisse droite, des doses croissantes (de 0 c.c. 05 a 1c. c¢. 5) 
d'une toxine trés active (d. m. h. : 0,0005) partiellement atténuée par addition 
de 5 p. 4.000 de formol et séjour a l’étuve pendant vingt-quatre heures. 

Les animaux observés journellement n’ont présenté aucun symptome de 
paralysie, méme quarante-cing jours aprés l’injection (1). 

b) 6 cobayes recoivent, dans la méme région, des doses croissantes de 
0c. c. 2 a1 cent. cube de toxine pure ; observation ne montre aucun symp- 
tome de paralysie. 


Nous n’avons donc pas pu mettre en évidence une action 
neurotrope de la toxine staphylococcique; nous continuons 
néanmoins nos recherches sur ce point. 


ACTION DE LA TOXINE SUR LES PROTOZOAIRES. — L’action lytique 
si marquée de la toxine staphylococcique pour les cellules se 
manifeste-t-elle sur des protozoaires comme les trypano- 
somes? L’expérience suivante répond a la question. 


Expértence XXIII. — On recueille, dans du Ringer-Locke, le sang de 
quelques rats en pleine infection de trypanosomes. On centrifuge légérement 
pour obtenir un liquide clair renfermant de nombreux parasites. 

On ajoute a cette suspension des doses croissantes de toxine et on exa- 
mine au microscope le temps et le degré de mobilité des parasites par com- 
paraison avec ceux des tubes témoins. 

I] résulte de différents essais effectués avec des doses croissanles de 
toxine jusqu’a la toxine pure, que les trypanosomes ne sont aucunement 
influencés dans le degré et la durée de leur mobilité par la toxine staphy- 
lococcique ; celle-ci parait sans action sur eux. 


Avant de terminer l’examen du pouvoir toxique, nous devons 
encore dire un mot de l'unicité de la toxine staphylococcique. 
On sait que F. M. Burnet s'est attaché & ce probleme; pour 


(1) Tout récemment (C. R. Soc. Biol., 1933, 444, p. 364, 371), Travassos a 
des morts avec syndromes tétaniques par injection intracérébrale de toxine 
staphylococcique. 
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lui, Punicité de la toxine staphylococcique est démontrée par 
le fait que les différentes propriétés (hémolytique, loxique) 
vont toujours de pair et qu'un antisérum, obtenu par la vacci- 
nation au moyen d’un filtrat staphylococcique, manifeste aussi 
bien son pouvoir vis-a-vis d’une propriété que d’une autre. 
Mentionnons que l’unicité avait été soutenue avant Burnet par 
M. Nicolle et Césari. 

O. Gengou a apporté a cette question une preuve plus rigou- 
reuse en faveur de l’unicité de la toxine en montrant qu’un 
filtrat staphylococcique, privé d’une de ses activités par contact 
avec élément vis-a-vis duquel il exerce cette activité, perd, en 
méme temps, ses autres propriétés. 

Il montre, par exemple, qu'un filtrat privé de son action 
hémolytique, par contact avec les globules rouges, perd, du fait 
méme, son pouvoir leucocidique, son pouvoirtoxique et vice versa. 

J. Parker et A. Gunther ont remis tout le probléme en ques- 
tion en démontrant que le pouvoir dermotoxique, mis en évi- 
dence en 1924, par l'une delles, est différent du pouvoir 
toxique, hémolytique et leucocidique. Utilisant également la 
technique del’épuisement, ces auteurs arrivent aux conclusions 
vantes : 

1° Les filtrats stériles de certaines souches hémotoxiques de 
staphylocoques ont diverses propriétés toxiques, dont les plus 
importantes sont les propriétés hémotoxique, nécrotique, leu- 
cocidique et léthale. 

2° L’action nécrotique semble provenir d’un élément du filtrat, 
différent de l’élément hémotoxique ou de l'élément leucocidique. 

Plus récemment Burky, étudiant le filtrat de cerlaines 
souches de staphylocoques, dissocie nettement les propriéltés 
hémolytiques et toxiques. Pour lui, les filtrats peu hémoly- 
tiques se montrent trés toxiques et vice-versa. 

Nous avons étudié cette question par.les expériences sui- 
suivanles. 


Expénience XXIV. — On mélange dans un verre & pied 10 cent. cubes de glo- 
bules rouges purs, 9 cent. cubes d’eau physiologique et 1 cent. cube de 
toxine ($16; d. m. h. = 0,001). Ce mélange est le mélange A et renferme de 
la toxine diluée a 1/20. 

On dilue également 1 cent. cube de la méme toxine dans 19 cent. cubes 
d'eau physiologique, ce qui conslitue le mélange B. 
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Les mélanges A et B sont laissés 4 la température du laboratoire pendant 
irois heures, aprés quoi, on centrifuge le mélange A et on dose le pouvoir 
hémolytique du mélange A (liquide surnageant) et du mélange B. 


DILUTIONS DES MELANGES 


Mélange A . . _— — — = a 
Mélange) Bi.) [jhe S| siete Re te eer eeck rn eee 


On injecte ensuite dans le derme d’un lapin : du cété droit, des quantités 
décroissantes du mélange A; du coté gauche, les mémes quantités du 
mélange B. 


QUANTITE INJECTEE 


0,05 


Quantilé en toxine pure. .. . 4/400 1/200 4/400 4/800 
Mélange A 0 0 0 


Mélange B Nécrose. | Nécrose. | Néorose. | Nécrose. 


On peut done constater la disparition du pouvoir nécrotique 
par disparilion du pouvoir hémolytique. 
Voici, entre autres, une expérience du méme genre : 


ExpkriencE XXV. — On mélange 10 cent. cubes de globules rouges a 
2 cent. cubes de toxine 5 16, ce qui constitue le mélange A. On effectue de 
méme une dilution de la toxine dans l'eau physiologique, soit 2 cent. cubes 
toxine + 10 cent. cubes d’eau physiologique, ce qui constitue le mélange B. 
Les mélanges sont laissés & la température du laboratoire pendant trois 
heures; aprés ce temps, chaque mélange est addilionné de 5 cent. cubes 
d’eau physiologique et laissé en contact une heure; le mélange A est soumis 
ala centrifugation. Le pouvoir hémolytique des mélanges est le suivant : 


DILUTIONS DES MELANGES 


0,015 | 0,0'7 | 0,0035 


Mélange A.|) ++ ale 
Mélange B.| ++++ packs a ae piers. nies + 
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Le culot de centrifugation de A, formé de stromas globulaires, est addi- 


tionné deau physiologique en méme_ proportion que A et constitue le 
mélange C. 


DILUTIONS DU MELANGE CG 


0.5 0,25 | 0,12 | 0,06 0,03 0,015 | 0,007 | 0,0035 


1 


Mélange C.)-+++-+ feet tee beet ss age en <a ng 
a ! . 2 = 


0,2 0.1 0,05 0,025 0,012 0,006 0.003 


Mélange A. = — = = = — —_ 
Mélange B.| Nécrose.| Nécrose.| Nécrose.| Nécrose.| Nécrose | Nécrose.| Nécrose. 


Les stromas lavés, formant le mélange C, sont laissés la nuit dans la gla- 
ciére; ils sont centrifugés le lendemain et lavés deux fois, puis soumis a 
lépreuve hémolytique dans la méme maniére que précédemmenlt. 


DILUTIONS DIi MELANGE C 


Mélange C. 


Ces stromas exercent donc encore un pouvoir hémolytique vis-a-vis des 
globules rouges. Injectés dans le derme d’un lapin aux dilutions suivantes, 
ils provoquent également la nécrose cutanée. 


DILUTIONS DU MELANGE C 


Mélange C.| Nécrose. Nécrose: Nécrose. Nécrose. Nécrose. 
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Cette double expérience montre que la disparition élective du 
pouvoir hémolytique d’un filtrat entraine la disparition du 
pouvoir nécrotique. Inversement, la conservation élective de ce 
pouvoir (fixation de I'hémolysine sur les stromas) comporte le 
maintien des propriétés nécroliques; de sorte que nous sommes 
amené & admettre, avec P. Burnet et O. Gengou, l'unicité de la 
toxine staphylococcique. 


* 
» * 


Nous avons vu précédemment que injection d’une dose 
appropriée de toxine staphylococcique dans les veines d'un 
lapin tue animal en quelques minutes, et que cette action 
reléve en premier lieu d'une déficience cardiaque. 

Peut-on sensibiliser ou désensibiliser |’animal contre le 
poison par une injection préparante ? 


Expérrence XXVI. — Un lapin regoit, en injection intraveineuse, 1 ¢.c. 5 
d'une loxine dont Ja d. m. m. est environ 10 cent. cubes (1nort en vingt-cing 
minutes). Une heure et demie aprés, il recoit 10 cent. cubes de la méme 
toxine et meurt en trente-cing minutes environ; l'injection préalable n’a done 
pas modifié l’action de la dose léthale de toxine. 


Expgéxience XX VII. — Un lapin recoit en injection intraveineuse 1 c. c. 5 de 
toxine dont la d. m. m. est de 10 cent. cubes (mort en vingt-cing minutes). 
Une heure et demie apres, il recoit 5 cent. cubes de la méme toxine, puis, 
cing heures et demie aprés Ja premiere injection, il recoit encore 3 c.c. 5, soit 
40 c.c. 5 au total. Aprés la troisiéme injection, l’animal est fortement 
déprimé ; il est sacrifié peu de temps avant la mort pour examen anatomo- 
pathologique des organes. 


On peut donc dire que la toxine, injectée préalablement a 
pelites doses, n’influence pas l’action léthale de la dose princi- 
pale ni dans le sens d’une diminution ni dans le sens d’une 
augmentalion du pouvoir toxique. 


V. — Action de différentes substances 
sur la toxine staphylococcique. 


Nous examinerons maintenant l’action de certains corps 
chimiques sur le poison élaboré par le staphylocoque. 

Nous nous sommes servi dans tous ces essais de toxines 
ayant un pouvoir hémolytique voisin de 0.001. 

La technique générale a consisté & examiner la diminution, 
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voire la disparition du pouvoir hémolytique de la toxine sous 
l'action du composé chimique. 

Les variations de ce pouvoir hémolytique traduisentles varia- 
lions correspondantes du pouvoir toxique total, ainsi que nous 
avons montré antérieurement et ainsi que nous l’avons con- 
trolé au cours de ces essais. 


ACTION DES ACIDES FORTS SUR LA TOXINE STAPHYLOCOCCIQUE. 


I. Prenons comme type l’aczde sulfurique. — Apres vingt- 
quatre heures de contact a |’étuve 4 37’, l’acide sulfurique, ajoulé 
dans la proportion de 5 p. 100 et plus, détruit complétement la 
toxine; le pouvoir hémolytique d’un tel mélange est recherché 
aprés que le pH du milieu a été ramené au pH primitif du filtrat. 

Les mélanges renfermant 1 p. 100 et 0,5 p. 100 d’acide ne 
sont que parliellement détruits, méme apres vingt-quatre 
heures de contact & 37°. 

A la température du laboratoire, l’action de l’acide est plus 
faible ; & la concentration de 5 p. 100 dans la toxine, l’acide ne 
la détruit que partiellement aprés vingt-quatre heures. 

A ces fortes concentrations, la vitesse d’action de ]’acide est 
assez grande. A 5 p. 100, et a la température de 37°, la destruction 
est déja appréciable aprés trente minutes, elle est quasi-compléte 
aprés deux heures, totale aprés seize & dix-huit heures. 

Une toxine quia perdu tout son pouvoir hémolytique par 
action de l’acide ne posséde plus de pouvoir toxique: c’est 
ainsi qu'un lapin ayant recu, eninjection intraveineuse, 5 cent. 
cubes de toxine traitée par l’acide, puis neutralisée, résiste par- 
faitement, tandis qu'un témoin ayant recu 1 cent. cube de la 
méme toxine succomhe en quelques secondes. 

La toxine staphylococcique se comporte t-elle vis-a-vis des 
acides comme la toxine diphtérique (1)? 


(1) Certains auteurs ont montré que les acides, méme a doses faibles, 
inactivent la toxine diphtérique sans l’altérer, car la neutralisation fait réap- 
paraitre sa toxicité. De Potter (Bult. Ac. Roy. de Méd. de Belg., 1923, p. 394) 
montre que l'HC1 neutralise le pouvoir toxique de la toxine diphtérique 
lorsque le mélange est injecté sous la peau, mais le fail que les animaux 
meurent d'intoxication diphtérique aprés injection intraveineuse de toxine 
acide prouve que la toxine n'est pas détruite par l’acide. Les quantités d’acide 
utilisées par F. De Potter sont assez faibles ; ses résultats n’ont pas pu nous 
servir dans un essai comparatif. 
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Pour rechercher une similitude éventuelle de comportement, 
nous avons traité simultanément de la toxine staphylococcique 
et de la toxine diphtérique par H’SO* ajouté en proportion de 
5 et 1 p. 100 de toxine. 

Apres vingt-quatre heures de contact 4 37° et neutralisation 
des toxines, ramenées A leur pH primitif, nous avons recherché 
pour la premiére le pouvoir hémolytique et, pour la seconde, 
le pouvoir mortel sur cobaye. 


Expénience XXVIII. 
I. — Toxine staphylococcique. 


Toxine acidifiée 


a5 p. 100. . 
Toxine acidifiée 
Ai p. 100. . 
Toxine témoin. 


On constate Ja destruction totale de la toxine acidifiée A 5 p. 100 et la des- 
truction faible de la toxine acidifiée A1 p. 100 par H?SO’. 


Il. — Toxine diphtérique. 


DOSE INJECTER 


cee SORT DES ANIMAUX 
en cenlimétre cube 


Mélange toxine acidifiée & 5 p. 100. 


Survit le 4° jour (escarre). 
Survit le 4° jour (légére escarre). 
Survil sans escarre. 

Survit sans escarre. 


Mélange toxine acidifiée a 1 p. 100. 


Se ere Serene Pen lok hse ac Meurt le lendemain de l’injection. 


0,4 Meurt le lendemain de l'injection. 
\Meurt le 2° jour apres l'injection. 
Survit le 4° jour (escarre). 


Témoin dose minima mortelle : 0,004. 


On voit que les deux toxines qui prennent naissance dans un 
bouillon de composition sensiblement identique se comportent 
semblablement vis-a-vis d'un acide; il est probable que le 
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bouillon joue un grand réle dans la résistance d’une toxine 
vis-a-vis des agents destructeurs. 

Nous avons enfin recherché l’action prolongée de faibles 
doses d’acide fort sur la toxine staphylococcique. Celle-ci, 
acidifiée & 5 p. 1.000 par U*SO‘, a perdu complétement son pou- 
voir loxique aprés quatre jours d’étuve a 37°. 

II. Aczde chlorhydrique. — L’acide chlorhydrique, utilisé 
a la méme concentration gue lacide sulfurique, agit de la 
méme fagon que celui-ci sur la toxine staphylococcique : des- 
truction totale de la toxine acidifiée & 5 p. 100 par HCl aprés 
vingt-quatre heures & 37°; destruction partielle, dans les mémes 
conditions, 41 p. 100 d’HCl. 

ll. Action des acides faibles. —1° Acide acétique. — Méme 
acidifiée & 5 p. 100 par lacide acétique, la toxine n’a pas perdu 
son pouvoir toxique aprés vingt-quatre heures a 37°. 

2° Action prolongée des acides faibles, a faible concentra- 
tion. — La toxine acidifiée 45 p. 100 et a 1 p. 100 par les 
acides tartrique et lactique ne subit aucune modification de 
son pouvoir hémolytique, méme aprés dix jours A 37°. 

Dans les mémes conditions, la toxine acidifiée par l’acide 
oxalique montre, aprés quatre jours a 37°, une destruction 
partielle de son pouvoir hémolytique. 

3° Action des acides salicylique, benzoique et $-orynaph- 
éoique. — Nous rangeons ces trois corps dans une caltégorie 
spéciale, parce que H. Vincent les fait rentrer dans le groupe 
dénommé par lui « corps cryptotoxiques ». 


a) Acide bensoique. — Deux flacons renfermant 50 cent. cubes de toxine 
staphylococcique sont additionnés d’acide benzoique, le premier dans la pro- 
portion de 4 p. 1.000, le second dans la proportion de 4 p. 4.000; les mélauges 
sont laissés a l’étuve a 37°. 

Apres quatre jours, le pouvoir toxique du méJange a 4 p. 1.000 tombe de 
0,001 A 0,005; aprés seize jours, il atteint 0,05 et, au vingt-troisiéme jour, ila 
complétement disparu. 

Le mélange a 1 p. 1.000 d’acide benzoique perd plus lentement son pouvoir 
hémolytique; il faut quarante-trois jours détuve pour le faire disparaitre 
complétement; notons que la méme toxine, mise a |’étuve, en méme temps, 
a perdu partiellement son pouvoir hémolytique qui est passé de 0.001 & 0.05. 

b) Acide salicylique. — L'acide salicylique ajouté 4 la toxine slaphylococ- 
cique aux mémes doses que l’acide benzoique (4 p. 1.000 et 1 p. 1.000) agit a 
peu prés de la méme facon que celui-ci. 

Le pouvoir hémolytiyue du mélange primitivement de 0 004 passe au cin- 
quiéme jour 4 0,005; au douziéme jour a 0.01 et au vingtiéme jour il a com- 
plétement disparu. Son action de détoxification est done légerement supé- 
rieure a celle de l’acide benzoique. 
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Le mélange A 1 p. 1.000 d’acide salicylique se comporte comme le mélange 
correspondant d’acide benzoique et perd totalement son pouvoir toxique en 
quarante jours environ. a 

c) Acide 8-oxynaphtoique. — H. Vincent a montré que l’acide a-oxynaph- 
toique est doué d’un pouvoir cryptotoxique spécial vis-a-vis de la toxine 
diphtérique. Dans l'impossibilité de nous procurer de l’acide «, nous avons 
utilisé son isomére 8 oxynaphtoique sur la toxine staphylococcique. 

La toxine est additionnée de ce produit A raison de 2,5 et 5 p. 1.000. Le 
mélange a 5 p. 1.000 perd enti¢rement sa toxicité en trois a cing jours a la 
température de 37°, Le mélange & 2,5 p. 1.000 devient atoxique en dix a 
quinze jours. La toxine témoin garde au bout de ce temps son pouvoir toxique 
a peu prés intact. 

4° Action des sels de quinine sur la toxine staphylococcique. — 
Nous avons montré antérieurement, aprés Marie, que certains 
sels de quinine détruisent !a toxine diphtérique. Le bichlorby- 
drate de quinine, par exemple, ajouté a la toxine diphtérique 
en proportion de 1 p. 109, détruit celle-ci en quelques jours. 
Les sels neutres (sulfate de quinine) sont sans action. 

Nous avons ajouté du bichlorhydrate de quinine dans la 
toxine slaphylococcique en proportion de 1 p. 100; 5 p. 1.000; 
2,5 p. 1.000. 

Au taux de 1 p. 100 et 5 p. 1.000, le complexe toxine-quinine 
a perdu, aprés quatre jours 4 37°, tout son pouvoir toxique, le 
mélange renfermant 2,5 p. 1.000 perd son pouvoir toxique en 
une dizaine de jours. 

5° Action de loléate de soude. — Ktudié par de nombreux 
auteurs comme corps détoxiquant, l’oléate de soude agit-il 
également sur Ja toxine staphylococcique? 


Prenons trois flacons : le premier, renfermant la toxine pure; le second, 
le bouillon N additionné d’oléate de soude a raison de 5 p. 10.000; le troi- 
siéme, la toxine additionnée de la méme quantité d’oléate. 

Les trois flacons sont portés a l’étuve pendant trois jours. La recherche 
du pouvoir hémolytique donne les résultats suivants : 


PRODUITS 
DILUTIONS = 
eae [Bouillon + oléate | Toxine + oléate 

O55 He Wears: siete = Sie teehee sh estes fate tele 

O 205% du. 40 sa) aio Gah ke 0. ae Sete tect Se as ec +4+++ 
Od coins nepganeancdn ieee asreaiy +4+++ ao neceeer 
ae 5 oon 6 O56 260 off SPSS haP ++++ +++. 

S020) elie outrun Sia cher mae t++4++ - = 
Beak a els nse, Re neem ren = zit 
0,098.05 cen an leon Fa 
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On voit par ces essais l’action de loléate sur la toxine, par- 
tiellement cachée parle pouvoir hémolytique propre de l’oléate, 
ainsi que le montre le témoin : bouillon + oléate. 

6° Action de Valdéhyde formique. —Comme d'autres auteurs 
lont déja observé, l'aldéhyde formique agit sur la toxine sta- 
phylococcique en la rendant atoxique. 

Avec les toxines préparées par nous a partir du bouillon N, 
des taux de 1.42 p. 1.000 n’ont, pour ainsi dire, aucune aclion 
marquée sur la toxine. 

La transformation en corps atoxique est encore trés lente 
lorsque le formol est ajouté & raison de 3 4 4 p. 1.000. A des 
taux de 5 et 6 p. 1.000, la toxine perd son pouvoir toxique en 
cing & quinze jours. 

Quel est le mécanisme d’action de ces différents corps? 

Pour certains d’entre eux, possédant une fonction acide, nous 
nous somme demandé si cen’est pas uniquement cette fonction 
qui intervient. Nous ne le pensons pas. En effet, voici le pH 
de différents complexes atoxiques. 

Si on compare ces différents pH 4 ceux des loxines (voir 
tableau VII), on peut en inférer que ce n'est pas le pH qui 
joue un réle dans le processus de détoxification. 


iD) AiiatIOR SNe TOM. oy SMe o8e oo bY oc 6 oc pH 552 
INTAUOETIS, WO SAD oo pe 6g 8 6 oh ooo Oo pH =6,4 
AMatoxine soto dOw sce ose eke e ssa nas. cd ees foul Se 

Dy Wosaine Our 2 Moe). 6 5 oo bun 6 5 oo 5.0 6 joel = 
hoxine-Ouipine. ayo ale 00 Omen wee seMe) fetes Mts ou pii—= 53 

3) Toxine-acide $-oxynaphloique 45 p. 41.000 ..... pH=6,4 
Toxine-acide $-oxynaphtoique 42,5 p. 1.000... .. pH=6,7 

4) Toxine + acide benzoique 44p.1.000....... foal =i 

5) Toxine + acide salicylique 44p.1.000. ...... Dione 


Nous avons vu précédemment que l’anatoxine antistaphylo- 


coccique fixe l‘anatoxine correspondante. 
Les autres complexes atoxiques ont-ils une affinité vis-a-vis 


de l’antisérum? 


Expérience XXIX. — Dans une série de tubes, on place une dose fixe 
(0 c. c. 2)de sérum antistaphylococcique, puis une dose fixe (hemes sida com- 
plexe a étudier. On laisse en contact pendant vingt minutes, aprés quoi on 
ajoute des quantilés décroissantes de toxine. On laisse les mélanges en con- 
tact, puis, on ajoute une goutte de globules rouges et on recherche la pré- 
sence ou l'absence d’hémolyse. 
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DILUTIONS DE TOXINE 


0,25 0,4 0,05 0,025 0,01 
Toxine pure. . ..-. oe ee desd ee ee be eee tas 
MOMINer= SSv UM een meee ++++ —_ = ze ae 
Ana tOxIe Fee otal stec tal latte atet sila aiaiale imate | miesteina 
Toxine Anatoxine S46. . .|) ++ + -t joa a 
=p Toxine naphtoique. | +++-+ — — ra Le 
Sérum ) Toxine salicylique. | ++++ = = = = 
ae Toxine benzoique .}-+-+---+] +--+ as = 3h 
\ Toxine quinine . .) ++ ss met ae cz 


On voit nettement que l’anatoxine se différencie des autres 
complexes atoxiques par son affinilé particuliére pour le 
sérum anti. 


Dans un prochain mémoire, nous examinerons la queslion 
de Vimmunité antistaphylotoxique. 


Résumé et Conclusions. 


1° Le milieu utilisé par G. Ramon pour la production de la 
toxine diphtérique se montre supérieur & ceux étudiés jusqu ici 
pour la production de la toxine staphylococcique. 

2° L’addition d’une petite quantité de glucose au milieu 
favorise la production de la toxine. 

3° L’augmentation de virulence d’une souche de staphylo- 
coques par passages successifs chez |’animal ne modifie en 
rien le pouvoir toxique de la souche. 

4° Au contraire, les passages successifs in vitro per- 
mettent de rendre la production de toxine plus régulitre mais 
naugmentent pas le taux de toxicité. 

5° Le pouvoir hémolytique de la toxine est inhibé par le 
bouillon « N »; les globules sont cependant touchés par la 
toxine. 

6° Le sérum anti ne « guéril » pas les globules rouges préa- 
lablement touchés par la toxine. 

7° Les globules rouges, mis préalablement en contact avec 
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lanatoxine staphylococcique, se comportent, vis-a-vis de la 
toxine staphylococcique, comme des globules rouges neufs. 

8° La toxine staphylococcique provoque, in vivo, des lésions 
importantes de nombreux organes, se manifeslant par une 
destruction des protoplasmes cellulaires, destruction d’autant 
plus marquée que la cellule est plus délicate. 

9° L'injection intraveineuse d’une dose appropriée de toxine 
staphylococcique détermine la mort du lapin ou du chien par 
déficience cardiaque. 

Lorsque la dose injectée permet 4 l’animal une survie de 
quelques jours, la mort peut avoir en outre, comme cause secon- 
daire, des troubles fonctionnels du foie, du rein et des poumons. 

10° La toxine staphylococcique est sans action sur le trypa- 
nosome. 

11° Les pouvoirs hémolytique et dermotoxique relévent 
d'une seule et méme substance; nos conclusions quant a l’uni- 
cité de la toxine staphylococcique sont en concordance avec 
celles de Burnet et Gengou et en opposition avec celles de 
J. Parker, et Gunther, et Burky. 

12° Le lapin n’est ni sensibilisé, ni désensibilisé par une 
dose préparante de toxine. 

13° La toxine staphylococcique est rendue aloxique dans 
des délais divers par différents corps, notamment par les acides 
forts, par les corps dits cryptotoxiques (acides benzoique, sali- 
cylique, ?-oxynaphtoique, etc....), par loléate de soude, par le 
bichlorhydrate de quinine et par le formol (anatoxine). 

14° L’anatoxine staphylococcique se fixe sur le sérum anti 
avec une affinité particuliére et propre 4 ce corps; en effet, 
les autres complexes atoxiques sont dépourvus de cette pro- 


priété. 
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ETUDES SUR LA BACILLEMIE TUBERCULEUSE 
RECHERCHES EXPERIMENTALES ET CLINIQUES 


par A, SAENZ. 


(Unstitut Pasteur. Laboratoires des recherches sur la tuberculose.) 


Depuis la découverte du bacille de Koch, la recherche dela 
bacillémie au cours de l’infection tuberculeuse n’a pas cessé 
d’intéresser les cliniciens et les bactériologistes. 

A Vheure actuelle, on peut dire que, dans l’ordre expéri- 
mental, l’existence de cette bacillémie chez les animaux 
artificiellement infectés est un fait acquis. Les travaux de 
ces derniéres années ont réussi A démontrer, par des 
méthodes simples, que le passage des hacilles dans le sang 
des animaux tuberculeux est si fréquent et si constant 
qu il est maintenant universellement admis par les expérimen- 
tateurs. 

En effet, parmi tant d'autres, les recherches déja anciennes 
de Massol et Breton de l’école de Calmette, puis celles de 
S. Griffith, Léon Bernard, Robert Debré et Baron, Allen 
Krause, Willis, et en dernier lieu celles de Boquet, Valtis 
et de nous-méme démontrent, non seulement la constance 
de la bacillémie dans la tuberculose expérimentale, mais 
aussi les relations étroites qui existent entre la rapidité 
de son apparition, la quantilé de germes infectants, leur 
virulence et les voies d’introduction ou d’inoculation em- 
ployées. 

En étudiant le mécanisme de l’infection par le bacille tuber- 
culeux des mammiféres inoculé au cobaye par voie péritonéale, 
A. Boquet, en collaboration avec nous-méme, avait démontré 
Ja rapidité et la constance avec lesquelles ces bacilles passent 
et se retrouvent dans la circulation sanguine. Des cobayes 
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ayant recu par la voie péritonéale 0 milligr. 001 de bacilles 
virulents (souche bovine Vallée) en suspension dans 1 cent. 
cube d’eau physiologique accusent une bacillémie décelable 
par inoculation au cobaye, qui se manifeste déja deux & quatre 
heures aprés ] inoculation, pour diminuer sans disparaitre pen- 
dant Ja période d’invasion et se reproduire dans la période 
terminale de la maladie. Nous avons obtenu les mémes résul- 
tats avec Costil en employant la méthode d’hémoculture de 
Loewenstein pour déceler la bacillémie. 


CGobaye inoculé par la voie péritonéale avec la souche humaine Ratti 
(4 milligramme) et saigné par ponction du cceur. 


NOMBRE 


ontce Hiaoe elation de colonies 
et les prélévements is ale sang 
A SOULS St 0% gems cen re eee OE OR Oh. 3C 9 
3 JOURS & hale AO es OR Siete ee ee oe eee 2 
in SUC E emer eC, mCP oagd oy bee Rr ao hu Sort) Oo. ces ic 0 
3 TOUrS.R.~ Bae eit ase ieee cl eyo ane eae se 0 
LOPJOUNS Tues cree) 5, Cec! Sel tert one BURY Saeed mC core cere ae ena 2 
Phas (0 0S Ge icant Sukie) Cue tue Seok Det Op dghec Cue sc = 6 


Ce cobaye est mort deux jours aprés la derniére saignée de tuberculose 
généralisée. 


Cobaye inoculé par la voie péritonéale avec la souche bovine Vallée 
(1 milligramme) et saigné par ponction du cceur. 


TS eA da coger 
entre l'inoculation par cent. cube 
et les prélévements de sang 

4, JOUPNE | 4s SRE ae Eek Reeettonhe Gash eae tern ae 9 
3) JOUYS Riis cap cmv, caro cies =) ei ee ee 2 
Bee eo nCMR ie eeOo G 4oee Gos goo & 6 fo noo 8 0 
Ml JOUTS 2. 1s eRe Ros, = Ove one ei ec eee 0 
ABOUTS: #18 Seeley Ree. Gee ES~ eee ee ate. eee ene Lees 0 
PLU eee ere ec eer AA <n  l nA. SMG Gone e 3 


Ce cobaye, mort vingt-sept jours aprés l’inoculation, présentait des lésions 
de tuberculose généralisée. 


Chez les cobayes inoculés par voie intraganglionnaire avec 
des bacilles des mammiferes, type humain, la bacillémie est 
décelable par hémoculture avec les mémes caractéres, comme 
le montre le tableau ci-dessous : 
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Cobaye ayant regu 2 milligrammes d'une souche humaine 
dans le ganglion cervical droit. 
INTER VALLE alae 


entre l'inoculation de colonies 


et les prélévements par cent. cube 


de sang 
26] OME Noe Wet tioecccc seve wis ge Sone Re ahem NORE 58 bon oee. 8 
SM OUIlS?: Motwani ca. eG SE iam tae aks ig ean 4 
By TORTS a, | tree emi A ian Aiea, DO meri cae Mice ear I ge an al 
TE TROIS, ee “ORGS E.G Re Beal Sete ye eae ae COR Cen ere 4 
CD IKOMRUGS os 1G. he te Play ee at ag es gra ees Thi ae Hl 


L'autopsie de ce cobaye, mort aussitdt aprés la saignée, permit de cons- 
tater Vhypertrophie et la caséification du ganglion cervical droit, des lésions 
de broncho-pneumonie tuberculeuse, des nodules parsemant le foie et la 
rate et la caséification des ganglions inguinaux et sous-hépatiques. 


Avec la dose de 1 milligramme inoculé par la méme voie, 
Vhémoculture pratiquée comme précédemment a donné des 
résultats superposables. 


Cobaye ayant recu 1 milligramme d’une souche humaine 


dans le ganglion cervical droit. 
NOMBRE 
de colonies 
par cent. cube 


INTERVALLE ; 
entre l’inoculation 


et les prélévemenis de sang 
PI OU ea ry rafal fo eagle lcs ts Yank on 65 ie tee oN Lge oa 43 
a} OWES vo, nl a aN SY BG esha Choo ei tee oerons hc a borin emo 12 
(© HKEWINSS 8 (86) ole GGG an KOU Diem oan chart ehagee cy ue mal tia 4 
AD |KOLOURSS Ae. S55) eres Om ceaG CRCAIES Ticciet se eon oarta 0 
OM OLN mmr nome mts erent Moshi fo Ae os!ot) et ar Sa pie) Se ules 0 
BV. TOUTES 26 ONS) 4. Samo mGices Cutie ON commen caictar ites oP Rnn ann ache 0 
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Gd) TOTS 5 eeahe age do hee aac eG oo 5 io, AEE ores BCn 4 


Ce cobaye est mort de tuberculose généralisée soixante-cing jours aprés 
Vinoculation. 


Chez le lapin, nous avons recherché la bacillémie en ulili- 
sant la voie intraveineuse. Nous avons inoculé a deux de ces 
animaux 1 milligramme de bacilles tuberculeux, du type 
aviaire, cultivés depuis vingt jours sur pomme de terre glycé- 
rinée et émulsionnés en eau physiologique. Les prélévements 
ont été effectués 4 des intervalles variables, d’aprés la technique 
suivante. A l’aide d’une seringue contenant 1/2 cent. cube d’eau 
distillée stérile, on préléve aseptiquement 1/2 cent. cube de 
sang par ponction de la veine marginale de l’oreille. On agite 
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fortement et on ensemence le sang hémolysé & la surface de 
4 tubes de milieu & I’ceuf-asparagine-vert malachite, & raison 
de 1/4 de centimetre cube. Voici les résultats obtenus. 


Lapin A. 

INTERVALLES de, oleae 
entre inoculation par cent. cube 
et les prélévements a de sang 

BAtEs dsUk CLOW) eee Pre rarer een ee ate cts poh ead: 01 O80 656 

4 HEWES ao soe GE Se BN Go pope Cane oe = 13026 
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Ce lapin, mort le lendemain de la derniére saignée,a été trouvé porteur de 
lésions de tuberculose généralisée aigué, type Yersin, caractérisée par 
lhypertrophie de la rate et du foie et des lésions granuleuses sur les pou- 
mons. Les frottis de tous ces organes contenaient de nombreux bacilles acido- 
résistants. 

Le Japin B mort dans le méme délai a donné des résultats superposables 
A ceux du lapin précédent. 


En inoculant dans les mémes conditions 1/100 ou 1/1.000 de 
milligramme de bacilles tuberculeux, type aviaire, au lapin, 
les résultats sont moins nets comme le montre lVexemple sui- 
vant : 


Lapin inoculé avec 1/1.000 de milligramme d'une souche aviaire 
par voie intraveineuse. 


NOMBRE 
de colonies 
par cent. cube 


INTER VALLE 
entre linoculation 
et les prélévements 
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Ce lapin est mort de maladie intercurrente trois jours aprés la derniére 
saignée. 


Comme suite & ces recherches, nous avons étudié le méce- 
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nisme de la bacillémie produite par le bacille aviaire chez la 
souris qui est sensible & ce microorganisme. En raison de la 
forme septicémique habituelle que infection aviaire provoque 
chez la souris et de la facilité avec laquelle ce germe se déve- 
loppe sur les milieux de culture appropriés, nous avons sim- 
plement procédé par ensemencement du sang. 

Voici la technique que nous avons adoptée avec Costil : 


Dans une premitre série d’expériences, 10 souris sensiblement de méme 
poids ont regu par voie péritonéale, sous le volume de 0c. c. 5, 0 milligr. 4 
d'une souche de bacilles aviaires récemment isolée, cultivée sur pomme de 
terre glycérinée et Agée de quinze jours. Leur sang a été ensuite prélevé 
a des intervalles variés, de la maniére suivante. Apres avoir désinfecté la 
queue a l’alcool, on la sectionne avec des ciseaux stériles a1 ou 2 milli- 
métres de son extrémité. On plonge alors dans la goutte de sang qui sourd 
Vextrémité d'une fine pipette contenant déja V ou VI gouttles d’eau distillée 
stérile; on aspire légerement pour bien diluer le sang et on ensemence le 
tout sur un tube de milieu de Leewenstein. On répéte l’opération pour ense- 
mencer de la méme maniére un deuxiéme tube. 
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Une deuxiéme série d’expériences a porté sur 10 aulres souris qui ont 
recu, suivant la méme technique, 1/100 de milligramme de la méme souche. 
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Un troisiéme lot de 10 souris ont été inoculées avec 1/1.000 de milligramme 
dans les mémes conditions que précédemment. 


NOMBRE 
INTERVALLE de colonies 
entre lVinoculation par cent. cube 
et les prélévements 


de sang 
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Les souris du premier lot inoculées avec 0 milligr. 1 sont mortes dans un 
délai variant de vingt A vingt-cinq jours. La rate et le foie hypertrophiés 
fourmillaient de bacilles et présentaient le type classique de tuberculose 
décrit par Yersin en 1888 chez le lapin. Par contre, les souris qui avaient 
recu 1/100 et 1/1.000 de milligramme de culture ont vécu beaucoup plus long- 
temps et présentaient des lésions d’un caractére particulier que nous décri- 
rons plus tard. 


Une autre expérience, effectuée dans les mémes conditions 
avec une souche aviaire IV, entretenue depuis longtemps au 
laboratoire, a fourni des résultats identiques. 

Nos constatations établissent d’abord que le bacille passe trés 
rapidement dans la circulation sanguine et ensuite qu’avec la 
dose de 0 milligr. 1, on provoque une bacillémie permanente. 
Cetle bacillémie, trés abondanle dés les premiéres heures aprés 
V'inoculation, diminue les jours suivants, puis augmente dans 
la phase terminale. Par contre, avec les doses de 1/100 et 
1/1.000 de milligramme la bacillémie, également précoce dans 
ses débuts, s arréte quelques heures apres. 

L’ensemble de ces recherches peut ¢tre ainsi résumé : 

Déja quelques minutes aprés Vinoculation, on observe une 
bacillémie qui dure plusieurs jours, pour diminuer ou dispa- 
railre ensuite et réapparaitre dans !a période finale, chez les 
animaux qui meurent de tuberculose évolutive. 

Ces faits montrent que lintensité et l’ampleur de la bacil- 
lémie expérimentale pour les animaux réceptifs (cobayes, 
lapins, souris), qu'il s’agisse du bacille des mammiféres ou du 
bacille aviaire, dépendent de la dose et de la voie d’inocula- 
tion et que Je mécanisme pathogénique est identique dans ces 
divers cas. Mais si ces faits d’ordre purement expérimental 
restent définitivement acquis, un coup d’eil jeté sur l’énorme 
littérature consacrée 4 la mise en évidence du bacille de Koch 
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dans le sang circulant des malades tuberculeux suffit pour 
constater les fluctuations que cette recherche a subies au cours 
des différentes époques. 

En 1915, les recherches de Léon Bernard, Debré et Baron, 
vite confirmées en France par celles de Nobécourt et Darré, 
par Rist, Armand-Delille et Lévy Bruhl, et en Amérique par 
Verbizier, Rosenberg, Ravenel et Smith, puis par Anderson, en 
Allemagne par Bacmeister et Rueben, par Querner, Dreesen et 
enfin par Klsaesser avaient semblé mettre de l’ordre dans ce 
chaos en montrant la rareté de la bacillémie au cours de la 
tuberculose. 

Mais, malgré d’innombrables travaux, les divergences d’opi- 
nion sont encore considérables, surtout en ce qui concerne la 
fréquence de la bacillémie dans la clinique humaine ov, par 
suite de l’insuffisante précision des méthodes techniques géné- 
ralement employées, les résultats obtenus par les différents 
expérimentaleurs ont été souvent contradictoires. C’est pour 
cela que Ja presque unanimité des cliniciens estime que la 
question est loin d’étre résolue. 

Ce probleme était posé dans ces termes quand Teewenatetn! 
en 1930, fit connaitre sa méthode d’hémoculture au moyen “ie 
laquelle il devenait trés facile de déceler le bacille de Koch 
dans le sang. En se basant sur plus de 5.000 hémocultures pra- 
tiquées suivant cette méthode, Loewenstein affirma que la 
bacillémie est tres fréquente, souvent méme abondante, non 
seulement chez les phlisiques avérés, mais aussi chez les 
malades atteints de tuberculoses cutanées, osseuses, arlicu- 
laires, rénales, oculaires, et méme au cours d’autres maladies 
telles que le rhumatisme arliculaire aigu ou chronique, et 
dans certaines affections du systeme nerveux. Voici un résumé 
des résultats obtenus jusqu’a présent par Loewenstein et ses 
collaborateurs par l’hémoculture & Vienne : 

Les résultats de Loewenstein et de ses collaborateurs concer- 
nant les diverses formes de tuberculose peuvent se résumer 
ainsi : 100 p. 100 d’hémocullures positives dans les formes 
aigués et miliaires de tuberculoses pulmonaires, intestinales 
ou méningées, dans la tuberculose fibro-caséeuse chronique 
70 p. 100 et 16 p. 100 dans les tuberculoses latentes du pou- 
mon. 70 p. 100 de résultats positifs dans la tuberculose rénale ; 
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55 p. 100 dans les tuberculoses laryngées et 55 p. 100 dans les 
diverses formes de tuberculoses osseuses ou cutanées. 


AUTEURS NATURE DE LA MALADIE 


NOMBRE 
de cas examinés 
RESULTATS 
positifs 


Tuberculoses pulmonaires. 
Tuberculoses cutanées. 
Tuberculoses laryngées. 
Tuberculoses rénales. 
Tuberculoses osseuses. 
Tuberculoses oculaires. 

Rhumatisme articulaire aigu. 

Erytheme noueux. 
Chorée. 

Névrite rétro-bulbaire. 
Sclérose en plaques. 
Schizophrénie. 
Tuberculoses pulmonaires. 
Tuberculoses osseuses. 

; Tuberculoses diverses. 

.| Tuberculoses extra-pulmonaires. 

Tuberculoses ostéo-articulaires. 

Tuberculoses laryngées. 

Tuberculoses cutanées. 

Tuberculoses miliaires. 
Méningites tuberculeuses. 
Tuberculoses chirurgicales. 
Tuberculoses du poumon. 


Loewenstein 
Loewenstein . 
Loewenstein 
Loewenstein 
Loewenstein 
Loewenstein 
Loewenstein 
Loewenstein 
Loewenstein 
Loewenstein 
Loewenstein 
Loewenstein 

Fischer. . . 

Fischer. 

Fischer et Urgoiti. 
Jérusalem et Urgoiti. . 
Urgoiti. 

Wessely et Loewenstein . 
Kren et Loewenstein. . 


Lvewenstein et {Ruself . . 
Loewenstein et Ruseff . 
Loewenstein et Ruseff . . 
Loewenstein et Ruseff . 
Kissmeyer et Loeewenstein.|Lésions cutanées non diagnostiquées. 


Reitter et Loewenstein. .| Rhumatisme articulaire aigu. 


Konrad. 

Kissmeyer et Loewenstein. 
Kissmeyer et Loewenstein. 
Kissmeyer et Loewenstein. 
Kissmeyer et Loewenstein. 


Tuberculoses cutanées. 
Lupus vulgaris. 
Lupus érythémateux. 
Adénites tuberculeuses. 
Sarcosides de Boeck 


Kissmeyer et Loewenstein. 


i i Tuberculoses colliquatives. 
Kissmeyer et Loewenstein. 


Tuberculides. 


En ce qui concerne les types de bacilles isolés par l’auteur 
de la méthode et ses collaborateurs, il faut remarquer que, 
dans la plupart des cas étudiés, cette identification s'est limitée 
au simple examen microscopique, fait aprés des délais variables, 
des produits de raclage des tubes ensemencés; quelquefois 
aussi par la détermination des caractéres des bacilles des 
mammiféres, dans les cas ot l’on obtenait le développement de 
colonies macroscopiques visibles. Seulement dans un nombre 
réduit de cas, I’étude des bacilles isolés a démontré qu’il s'agis- 
sait de bacilles de type humain, ou trés rarement bovin. Ce 
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dernier a 6té trouvé surtout par Loewenstein dans des tuber- 
culoses osseuses. Le type aviaire a été signalé également 
par Lowenstein et ses collaborateurs dans une importante 
proportion de cultures ,isolées de Iésions tuberculeuses de la 
peau. 

Disons tout de suite que ces résultats, publiés par Loewenstein 
et ses collaborateurs depuis trois ans, n’ont pu étre, jusqu’a 
présent, que trés partiellement confirmés dans les nombreux 
laboratoires qui ont appliqué la méthode d’hémoculture dont il 
s’agit. 

Les modifications successives que l’auleur a introduites peu- 
vent étre rendues responsables de beaucoup d’échecs. En deux 
années la formule du milieu a été changée quatre fois, et il en 
a été de méme des diverses phases de traitement du culot 
de centrifugation & ensemencer (A), (B), (€), (D), sans que 
Leewenslein ait basé ces changements continuels sur des rai- 
sons ihéoriques ou expérimentales valables. Il en est résulté 
des critiques et des discussions trés vives dans les Sociétés 
savantes, en Autriche et en Allemagne comme ailleurs, de 
sorte que certains expérimentateurs se sont demandé si ce 
que l’on obtenait dans les cas d’hémocultures positives était 
bien réellement des cultures de bacilles tuberculeux des mam- 
miféres. 

En dehors du Jaboratoire de Loewenstein, nous avons été 
l'un des premiers & contréler sa méthode aprés avoir pris la 
peine daller l’étudier sur place, & Vienne, ot il nous est 
agréable de dire que nous avons recu le plus aimable 
accueil. 

Depuis décembre 1930, nous avons pu étudier plus de 
700 échantillons de sang (ce qui représente plus de 4.200 tubes 
ensemencés) provenant de malades suspects de tuberculose, de 
rhumatisme ou de maladies nerveuses des services du profes- 
seur L. Sayé, & Barcelone, des professeurs ou D™ Debré, Ser- 
gent, Léon Bernard, Lemierre, Weill-Hallé, Bezangon, Hoc- 
quart, Chevallier, Abrami, Armand-Delille, Claude, Laignel- 
Lavastine, Laederich, Coste et Mozer, etc. 

Avant d’analyser nos résultats, qu'il nous soit permis de 
rappeler les bases expérimentales de la méthode. Elle repose 
essenliellement sur deux conditions également importantes. 
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4° L’emploi d’un milieu de culture spécial, 4 l’ceuf-aspara- 
gine; 

2° Le traitement préalable du sang & ensemencer. 

Etudions-les séparément. 

Parmi les diverses formules préconisées par son auteur, nous 
nous sommes arrété & celle qui, par des essais comparalils, 
nous a montré une supériorité évidente quant a sa sensibililé. 
Voici sa composition : 

On commence par préparer un liquide nutritif avec : 


Phosphate monopotassique, en grammes....... 4 
INC ORVYS VG IN (YESS. Gog ob oO Ob oo ew 3 
Gitrateide;soude;ten erammesaeu. ne erro cilens 4 
Glycérine & 30° neutre, en grammes 20s. 2) 60 
Sulfate de magnésium, en grammes. ......... 4 
Eau distillée, en centimétres cubes. .......... 4.000 


Cette solution, portée deux-heures & 100°, se conserve sans 
s'altérer. 

A 150 cent. cubes de cette solulion, on ajoute, dans un ballon 
slérile contenant des perles de verre : 


Farine de pomme de terre (Merck), en grammes..... 
Glycérine neutre a 30° stérilisée, en grammes ...... 42 


On agite et on chauffe a 100° pendant quinze minutes, puis 
une heure 4 56°. 

A ce mélange, maintenu & 56°, on ajoule en agitant conti- 
nuellement avec des perles de verre placées d’avance dans le 
vase stérile : 


ceufs complets + 1 jaune d’ceuf. 


4 
5 cent. cubes d'une solution aqueuse stérile de vert-malachite (Merck) a 
2 p. 100. 


On peut substituer au vert-malachile 10 cent. cubes d'une 
solution aqueuse stérile a 2 p. 100 de rouge congo. Mais nous 
avons renoncé depuis longtemps a cette substitution parce 
que le rouge congo est dépourvu de tout effet antiseplique. 

On filtre sur gaze slérile et on répartit en tubes stériles a 
raison de 5 a 6 cent. cubes par tube. On tyndallise deux jours 
de suite a 80-85° en vapeur humide, pendant deux heures chaque 
jour. 


ETUDES SUR LA BACILLEMIE TUBERCULEUSE 655 


On laisse les tubes pendant vingt-quatre heures a l’étuvea 38° 
pour controler leur stérilité. 

Depuis trois ans, nous avons fait des expériences variées et 
tres nombreuses pour préciser la sensibilité de ce milieu de 
culture. Elles nous permettent d’affirmer qu il doit sa supério- 
rité sur les autres formules & sa teneur en asparagine. 

Nous avons d’abord limité nos observations 4 deux souches, 
l'une bovine, depuis longtemps entretenue en divers labora- 
toires sous la dénomination de souche Vallée, l’autre humaine, 
la souche Ratti. Ces souches étaient cultivées sur pomme de 
terre-bouillon glycériné & 4 p. 100. Lorsqu'elles étaient Agées 
de quinze 4 vingt jours, on en prélevait une parcelle qui, aprés 
essorage entre deux feuilles de papier-filtre stérile, était soi- 
gneusement pesée et émulsionnée dans du liqtfide de Sauton 
dilué au quart, de telle sorte que cette émulsion mére contint 
1 milligramme de bacilles par centimétre cube. On préparait 
ensuite par dilutions des émulsions de concentrations décrois- 
santes jusqu’a 1/100.000.000 de milligramme par centimétre 
cube. Bien entendu, pour préparer chacune de ces dilutions, on 
n’utilisait jamais la méme pipetie, mais pour chaque dilution 
une pipette neuve stérile et, avec chaque pipetle, on ensemen- 
cait 4 tubes en étalant sur toute la surface de chaque tube 
0 c. c. 5 de la dilution correspondante. Les tubes ainsi ense- 
mencés étaient ensuite maintenus horizontalement 4 |’étuve 
a 38° et on comptait les colonies aprés des temps variables en 
nolant le début de leur apparition. 

Une premiére série d’expériences effectuées avec Costil en 
procédant ainsi a démontré que Je milieu de Loewenstein est 
de beaucoup le plus favorable a lisolement des bacilles tuber- 
culeux, trés supérieur dans tous les cas aux milieux de Pétroff, 
Dorset, Lubenau et Hohn et plus sensible que le milieu de 
Petragnani si l’on n’a pas soin de remplacer, comme nous 
Vindique le tableau ci-dessous, la peptone par l’asparagine (1) : 


(1) Voici comment on procéde : on fait dissoudre 1 gr. 25 d’asparagine 
dans un vase d’Erlenmayer de 1 litre, dans lequel on a préalablement versé 
200 grammes de lait frais de vache et 8 grammes de fécule de pomme de 
terre (marque Vosgues). On chauffe au bain-marie jusqua ébullition 
pendant une heure et, pour le reste, on suit exactement la technique 
indiquée par Petragnani (Sul terreno al verde di malaquite e sulla tecnica 
per l’isolamento dei bacilli tubercolari. Policlinico, Sez. pratica, 1928). 
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TasLtEAu I. — Souche humaine Ratti. 


QUANTITE 
de bacilles ensemencés 


en milligrammes 


NOMBRE DE COLONIES 
aprés dix-sept jours 


Petragnani original 
(2 tubes par cent. cube) 


Petragnani modifié 
(2 tubes par cent. cube) 


33 4h 
0,000.04 18 24 
0,000. 004 41 
0,000. 0004 0 


TasLeau Il. — Souche bovine Vallée. 


NOMBRE DE COLONIES 


QUANTITE aprés vingl-sept jours 


de bacilles ensemencés 


~Petragnani Petragnani 


en milligrammes "ag 
original modifié 


Loewenstein 


1 0,000. 004 
0,000.000.4 


De l'ensemble de ces constatations, il ressort qu’on peut, 
sur les deux milieux, Petragnani modifié et Lawenslein, 
obtenir des cultures jusqu’a des dilutions a1 millioniéme 
(0,000.001 milligr.), et que, généralement, avec la souche 
humaine que nous avons utilisée, le nombre des colonies s'est 
montré plus élevé qu’avec notre souche bovine. Dans tous les 
cas, l'avantage de la substitution de l’asparagine & la peptone 
dans le milieu de Petragnani est manifeste. 

D’ailleurs, dans des expériences comparatives effectuées avec 
ce milieu et par inoculation au cobaye, nous avons démontré 
avec Costil que, dans les liquides paucibaciliaires ne contenant 
que 20 bacilles par centimétre cube, la culture de Loewenstein 
et linoculation fournissent des résultats concordants. Enfin, 
avec Kisendrath, nous avons employé le milieu de Loewenstein 
pour l'étude bactériologique de 77 échantillons d’urines prove- 
nant de malades suspects de tuberculose rénale, et, d’autre part 
avec Costil, 74 liquides céphalo-rachidiens provenant de ménin- 
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gites tuberculeuses et 80 produits d’expectoration suspects. 

Les résultats ont été les suivants : 

Sur les 77 échantillons d’urines, dont 20 négatifs & l’examen 
direct et aprés homogénéisation, 50 ont donné un résultat 
positif en fournissant tous ultérieurement une cullure de 
bacilles des mammiféres. Sur les 74 liquides céphalo-rachidiens 
provenant de méningiles tuberculeuses, tous ont donné lieu au 
développement d'une cullure de bacilles virulents, bien que 
26 de ces liquides n’aient montré aucun bacille & l’examen 
direct. 

Sur les 80 échantillons de produits d’expectoration suspects, 
nous n’en retiendrons ici que 24 qui ne présentaient de bacilles 
ni & l’examen direct ni aprés homogénéisation, mais qui ont 
donné ullérieurement une culture de bacilles. 

Dans notre procédé disolement du bacille de Koch, nous 
employons systématiquement le milieu de Leewenstein ou celui 
de Petragnani dans lequel nous avons remplacé la peptone par 
Pasparagine; leur utilisation par nos collaborateurs et par 
d’autres chercheurs, depuis que nous Jes avons introduits dans 
le laboratoire de M. Calmette a l'Institut Pasteur, a constam- 
ment donné d’excellents résullats dans l’ensemencement de 
plusieurs centaines de produits tuberculeux de provenances 
diverses. 

Nous estimons que jusqu’a ce qu'un autre milieu plus sen- 
sible nous soit offert, c’est aux milieux de Loewenstein et de 
Petragnani 4 |’asparagine qu'il faut donner la préférence toutes 
les fois qu'il s’agit de pratiquer en partant du sang ou de pro- 
duits pathologiques quelconques l'isolement du bacille tuber- 
culeux. 

Pour l’ensemencement du sang, parmi les diverses tech- 
niques préconisées par Loewenstein, nous avions adopté jusqu’en 
janvier 1933 celle-ci : 

Nous recevons dans un tube a essai de 22 millimétres, conte- 
nant 3 cent. cubes d’une solution de citrate de soude 410 p. 100, 
5 ou 10 cent. cubes de sang prélevé par ponction veineuse asep- 
tique et ainsi rendu incoagulable : on ajoute, aprés décanta- 
tion du plasma, 10 & 20 cent. cubes d'une solution stérile 
d’acide acétique & 3 p. 100. On laisse en contact pendant cing 
minutes et on préléve ensuite, & l’aide d’une boule de Miquel, 
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le sang hémolysé. Celui-ci est versé dans un grand tube cen- 
trifugeur de 300 cent. cubes de capacité, qu’on a préalablement 
garni de 20 cent. cubes d’eau distillée stérile. On remplit 
ensuite le tube avec de l’eau distillée. On centrifuge pendant 
un quart d’heure & 3.000 tours. On rejette le liquide surnageant 
et on lave le culot globulaire, en l’agitant violemment 4 l’aide 
d'une baguette stérile, dans 200 & 250 cent. cubes d’eau dis- 
tillée. Ce lavage suivi de centrifugation suffit pour éliminer 
complétement l’hémoglobine qui, d'aprés Loewenstein, empé- 
cherait le développement du bacille de Koch. Si le culot est 
bien préparé il prend alors une couleur blanc grisatre. 

On l’aspire dans une pipette d'assez gros calibre et on l’ense- 
mence sur 6 4 8 tubes du milieu & |’ceuf-asparagine-vert mala- 
chite ci-dessus décrit. 

Le culot d’ensemencement du sang, pour les hémocultures 
que nous avons effectuées pendant l’année 1933, en tenant 
compte des nouvelles indications de Lowenstein formulées 
dans le programme de la Section d’Hygiéne de la Société des 
Nations, a été préparé comme suit : 

20 cent. cubes de sang ont été recueillis par ponction veineuse 
aseptique dans l'appareil « Haemaut » de 30 cent. cubes de 
capacité, contenant 2 cent. cubes d’une solution de citrate de 
soude a 10 p. 100. Aprés avoir pris les précaulions nécessaires 
pour l’ouverture du col de cet appareil, on décante avec une 
pipette & boule le plasma surnageant, la sédimentation ayant 
été réalisée par un séjour de vingt-quatre heures en position 
verticale au laboratoire. Le sédiment d’hématies, forlement 
agité, est transvasé, au moyen d'une autre pipette & boule, dans 
un tube centrifugeur de 200 cent. cubes contenant 10 cent. 
cubes d’eau distillée. On rince l’Haemaut avec de l’eau distillée 
stérile et avec ce produit de ringage on achéve de remplir le 
tube centrifugeur. On centrifuge pendant vingt minules a 
2.000 tours. On rejette le liquide surnageant et on lave de 
nouveau le culot, en l’agitant violemment a laide d’une 
baguette de verre stérile, dans 200 cent. cubes d’eau distillée 
stérile. On centrifuge de nouveau et le culot ainsi obtenu est 
traité par 2 cent. cubes d’acide sulfurique 415 p. 100 pendant 
trois minutes. On complete alors avec de l’eau distillée stérile 
le contenu du tube, on agite de nouveau le culot et on centrifuge 
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une troisiéme fois pendant quinze minutes. La méme opération 
de lavage et de centrifugation est répétée une quatriéme fois. 
Alors 'hémoglobine se trouve complétement éliminée et le culot, 
quia pris une coloration blanc grisitre, est ensemencé comme 
précédemment sur 6 tubes de milieu de Lewenstein au vert 
malachite. 

Disons tout de suite qu’en employant soit la technique pri- 
mitive de Loewenstein légérement modifiée par nous, soit la 
seconde indiquée dans le programme de la Société des Nations, 
nous avons obtenu un pourcentage de cultures Brose ae 
d’emblée sensiblement identique. 

Mais il devenait nécessaire, puisque l’auteur de la méthode 
n’avait pas donné les raisons d’un tel changement, de vérifier 
expérimentalement si la substitution de l’acide acétique par 
Yacide sulfurique comme agent d’hémolyse du sang était 
fondée. Ce sont les expériences que nous relatons ci-dessous, 
effectuées avec L. Coen et M. Sadettin, qui répondent a cette 
question. 


PREMIERE EXPERIENCE. — Le 2 mai 1933, nous avons préparé avec une souche 
dorigine humaine (Ratti) cultivée sur pomme de terre glycérinée et Agée de 
quatorze jours, une émulsion contenant 10 centigrammes par centimétre 
cube de bacilles pesés a l’état humide et non essorés dans du liquide de 
Sauton dilué au 1/4. 1/2 cent. cube de cette émulsion était ensuite mélangé 
a 4 c.c. 5 de solutions d’acide sulfurique A 10, 20, 30 et 40 p. 100. On 
obtenait ainsi des suspensions microbiennes contenant 1 centigramme de 
bacilles par centimetre cube qu’on laissait en contact avec l’acide sulfurique 
pendant des temps variables. On se débarrassait de l’acide au moyen de trois 
lavages et centrifugations successifs avec du liquide de Sauton stérile. Le 
contréle de la neutralité était assuré apres le dernier lavage au moyen de 
quelques gouttes de teinture de tournesol. On dilue en sérum physiologique 
les bacilles ainsi traités 4 une concentration correspondant a 1/10 de milli- 
gramme par centimétre cube. 2 cent. cubes de ce mélange furent ensuite 
ensemencés a partie égale a la surface de 4 tubes de milieu a lceuf, 2 de 
Loewenstein et 2 de Petragnani 4 l’asparagine. 4 autres tubes ensemencés 
avec une émulsion contenant 1/10 de milligramme de bacilles non trailés par 
centimétre cube ont servi de témoins. 


Nous avons fait ainsi trois séries d’expériences suivant que 
la durée de contact a été de trente, quarante-cing ou soixante 
minutes. 

Dans la premiére série, nous avons constaté que le nombre 
de colonies était identique dans les tubes ensemencés avec les 
bacilles traités par acide sulfurique a 10, 20, 30 et 40 p. 100 
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pendant une demi-heure et dans les tubes témoins. En effet, 
trente jours apres, le développement est également abondant 
dans tous les tubes. 

Les mémes résultats ont été obtenus pour les concentrations 
d’acide sulfurique 410 et 20 p. 100 demeurées en contact avec 
les bacilles pendant quarante-cing et soixante minutes. Seuls 
les tubes ensemencés avec les bacilles traités par l’acide sulfu- 
rique 4 30 et 40 p. 100 sont demeurés stériles. 


DEUXIEME EXPERIENCE. — Les expériences précédentes ne nous ont pas permis 
de mettre en évidence l'action nocive de l'acide sulfurique sur le bacille de 
Koch, étant donnée la dose massive de bacilles ensemencés. Nous avons 
donc recommencé une nouvelle série de cultures en employant des émul- 
sions plus diluées, contenant de 41/1.000 a 1/100.000 de milligramme de 
bacilles par centimétre cube que nous avons laissés en contact avec l’acide 
sulfurique 410,15 et 20 p. 100 pendant une demi-heure. Les résultats de cette 
expérience sont consignés dans le tableau ci-dessous : 


QUANTITE NOMBRE DE COLONIES 
: aprés trente-neuf jours 
de bacilles P J 


ensemencés 
en Traités Traités Traités 
Témoin par SO*H? par SO'H? par SO4H3 


milligrammes \ 10 p. 100 a 15 p. 100 a 20 p. 1v0 


0,001. . . .|{anombrables.|Innombrabies.|Innombrables.| Innombrables. 
AUD SU Ss » 240 97 70 
CORREO CONES oe 150 450 70 35 


TROISIEME EXPERIENCE. — Par contre, une expérience similaire pratiquée 
exactement dans les mémes conditions que la précédente, mais en rempla- 
cant l’acide sulfurique par l'acide acétique laissé en contact pendant une 
demi-heure, a donné les résultats suivants : 


, NOMBRE DE COLONIES 
QUANTITE aprés trente-quatre jours 


de hbacilles 


palettes Traités par l’acide acétique 4 


en 3 
Témoins 


milligrammes 


5 p. 100 | 10 p. 100 | 45 p. 100 | 20 p. 100 


Innombrables. 0 0 
» 0 0 
206 0 0 
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QUATRIEME ExPERIENCE. — Dans cette expérience, nous avons étudié l’action 
des deux acides directement sur le sang en nous placant dans les mémes 
conditions que dans la pratique courante de l’hémoculture et, dans ce but, 
nous avons procédé ainsi. Aprés avoir décanté le plasma de sang humain 
appartenant 4 un malade indemne de toute lésion tuberculeuse et non 
allergique, nous avons réparti 45 cent. cubes du sédiment sanguin dans 
neuf tubes a essais stériles,4 raison de 5 cent. cubes par tube. D’autre part, 
nous avons préparé trois dilutions de bacilles (souche humaine Ratti agée 
de quinze jours cultivée sur pomme de terre glycérinée) en sérum physiolo- 
gique contenant 1/10.000, 1/100.000 et 4/1.000.000 de milligramme de corps 
microbiens par centimétre cube. A trois tubes contenant 5 cent. cubes du 
culot globulaire on additionne 1 cent. cube de l’émulsion au 1/100.000, a 
trois autres tubes 1 cent. cube de l’émulsion au 1/100.000 et aux trois der- 
niers tubes 1 cent. cube de l’émulsion au 1/1.000.000. Avec les neuf tubes 
ainsi préparés, nous avons fait trois séries d’expériences. 

Série A. — A trois tubes contenant des dilutions croissantes de 1/10.000 a 
1/100.000 de milligramme de bacilles par centimétre cube, on ajoute 40 cent. 
cubes d’acide acétique 4 10 p. 100 et, immédiatement apres, on transvase le 
sédiment sanguin dans un godet métallique qu’on remplit avec 200 cent. 
cubes d'eau distillée stérile. Aprés trois lavages, centrifugations et décanta- 
tions successifs, le culot dilué dans 1 cent. cube d'eau physiologique est 
ensemencé sur six tubes de milieu a l’ceuf, trois de Lowenstein et trois de 
Petragnani 4 l’asparagine. 

Série B. — Trois tubes contenant des dilutions identiques aux précédentes 
sont traités avant le lavage par l’acide acétique pendant une. demi-heure, 
dans les mémes conditions que pour la série A. 

Série C. — Le culot sanguin des trois tubes restants, débarrassé de sou 
hémoglobine par deux lavages et ventrifugations successifs a l’eau distillée 
stérile, est traité par 2 cent. cubes d'une solution d’acide sulfurique a 
45 p. 100 pendant trois minutes. On lave et on centrifuge jusqu’a élimination 
de l’acide et on ensemence. Les résultats obtenus sont consignés dans le 
tableau suivant : ¥ 


os 


QUANTITE NOMBRE DE COLONIES 
aitaeeint apres dix-neuf jours 
6 bacilles 


ensemencés 
Traités par Traités 

l’'acide acétique par SO‘H? 
1/2 heure 3 minutes 


en Téoine Acide acétique 
milligrammes 1 minute 


0,000.1. . 
0,000.01... 
0,000,001... 


Il ressort de ces expériences que la nocivité de l’acide sulfu- 
rique & des concentrations de 10 4 40 p. 100 laissé en contact 
avec des émulsions denses de bacilles de mammiféres (jusqu’a 
1/10 de milligramme par centimétre cube) pendant une demi- 
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heure est pratiquement nulle. C’est seulement aux concentra- 
tions de 30 & 40 p. 100 que l’action de J’acrde sulfurique sur les 
bacilles devient nettement nuisible, a la condition de prolonger 
ee traitement pendant quarante-cing & soixante minutes. 

Avec des émulsions contenant 1/100 a 41/1.000 de milli- 
gramme de bacilles par centimétre cube, l’acide sulfurique a 
10 p. 100 se montre parfaitement imoffensif tandis que l'acide 
acétique déja a la concentration de 5 p. 100 exerce une action 
empéchante totale sur Je développement du bacille de Koch. 
Ce méme phénoméne a été observé en étudiant comparative- 
ment l’effet de ces deux acides sur des sangs humains artifi- 
ciellement. infectés. 

Ces expériences nous ayant permis de conclure a la grande 
toxicité de l’acide acétique contrastant avec la tolérance de 
Vacide sulfurique pour le bacille tuberculeux des mammiféres, 
nous avons voulu vérifier si ces mémes faits s’observaicnt 
pour les souches d'origine aviaire et pour les bacilles acido- 
résistants saprophytes. 

Pour ces expériences, nous avons suivi la méme technique 
que celle employée pour le bacille des mammiféres. 


PREMIERE EXPERIENCE. — Action de l’acide sulfurique sur le bacille aviaire. — 
Le 16 avril 1934, nous avons. préparé dans du liquide de Sauton dilué au 
quart, avec une souche d’origine aviaire (Ten..., culture sur pomme de terre 
glycérinée agée de quatorze jours) des émulsions contenant de 0,001 a 
0 milligr. 00001 de bacilles par centimétre cube. Ces dilutions furent ensuite 
mises en contact avec de lacide sulfurique 4 5, 10, 45 et 20 p. 100 pendant une 
demi-heure. Le tableau ci-dessous contient les résultats de cette expérience. 


jE PE ES BRE AR TSS EE SEN STS ES SEP BM ACRES EIS SS QTE ET Eo SSCS SCR RSET SY TOE 


A, NOMBRE DE COLONIES 
QUANTITE apres trente jours 


de bacilles 


ensemencés Traités par Vacide sulfurique a 


a Témoins 
| en milligrammes 


5 p. 100 10 p. 100 | 15 p. 100 | 20 p. 100 
| 


ee Be SS 


0,004 Innombrables. Innombrables. 400 75 40 
Innombrables 400 95 715 23 
Innombrables. 300 73 80 25 


Devuxuiur Exeirience. — Action de lacide acétique sur le bacille aviaire, — 
Dans une expérience similaire, pratiquée dans les mémes. conditions que: 
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précédemment, maisen remplagant l'acidesulfurique par l’acide acétique qu’on 
laissait en contact pendant une demi-heure, les résultats ont été les suivants : 


NOMBRE DE COLONIES 


QUANTITE aprés trente jours 
de bacilles 
epcomences Traités par l'acide acétique a 


aie Témoins | 
en milligrammes 
5 p. 100 10 p. 100 | 15 p. 100 | 20 p. 100 
G30) Siren coe) Innombrables. 109 0 0 0 
ORO OOM test re {onombrables. 67 0 0 0 
Aig honk {nnombrables. ) 


Les deux tableaux précédents montrent que l’acticn toxique 
exercée par l'acide sulturique sur les souches de bacilles 
aviaires est sensiblement identique sur les souches de_bacilles 
des mammiféres. Par contre, l’'acide acétique employé a la 
concentration de 5 p. 100, a laquelle il empéche compleéte- 
ment le développement des bacilles tuberculeux des mammi- 
feres, ne devient neltement nocif pour les souches de bacilles, 
aviaires qu’a Jaconcentration de 10 p. 100. 


TROISIzEME EXPERIENCE. — Nous avons fait une nouvelle série d’expériences 
suivant la technique précédente, mais en remplacant la souche de bacilles 
aviaires par une souche de bacilles paratubereuleux. Les émulsions micro- 
biennes effectuées 4 partir d'une culture de pomme de terre glycérinée agée 
de quinze jours (souche Bla...) ont été laissées en contact pendant une demi- 
heure. : 


NOMBRE DE COLONIES 
QUANTITE aprés trente jours 


de bacilles 


Traités par l’acide sulfuriqne a 
ensemencés 


aS Témoins 
en milligrammes 


5 p. 100 | 10 p. 100 | 15 p. 100 | 20 p. 100 


een, 


Innombrables. 


QuATRIgME EXPERIENCE. — Action de lacide acélique sur le bacille para- 
tuberculeur. — La méme expérience effectuée avec l'acide acétique employé 
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4 des concentrations décroissantes de 20 4 5 p. 100 pendant une demi-heure 
a donné les résultats consignés ci-dessous : 


NOMBRE DE COLONIES 
QUANTITE aprés trente jours 


de bacilles 
Traités par l'avide acétique a 
ensemencés 
an Témoins 

en milligrammes 


5 p. 100 | 10 p. 100 | 15 p. 100 | 20 p. 100 


Innombrables. 
Innombrables. 
0,00001. . . . .|Innombrables. 


Ces deux derniéres expériences révélent l’action nettement 
toxique de l’acide sulfurique sur le bacille paratuberculeux en 
opposition avec celle exercée par l’acide acétique sur les émul- 
sions bacillaires & 0 milligr. 001 par centimétre cube qui ont 
résisté 4 la concentration de 10 p. 100. 

Il ressort de ces recherches que si les souches de bacilles 
tuberculeux aviaires se comportent vis-a-vis de l’acide sulfu- 
rique sensiblement de la méme maniére que les souches de 
bacilles des mammiféres, par contre l'acide acétique s’est 
révélé moins toxique que pour ces derniers. Un effet contraire 
a été observé en étudiant comparativement l’action de ces 
deux acides sur les bacilles paratuberculeux; ici l’acide sul- 
furique s'est montré netltement toxique tandis que l’acide 
acétique, méme a la concentration de 10 p. 100, permettrait 
le développement des bacilles paratuberculeux saprophytes. 
Ges faits viennent & l’appui des constatations de Cohn qui 
avait aussi observé que l’acide acétique 4 la concentration 
employée par Lowenstein dans sa technique d’hémoculture du 
bacille de Koch est tout a fait inoffensif pour les bacilles sapro- 
phytes. 

De plus, ces expériences nous permettent de conclure que 
acide acétique, trés toxique pour les souches de bacilles tuber- 
culeux des mammiféres, l’est moins pour le bacille aviaire et 
plus du tout pour les souches de bacilles paratuberculeux que 
nous avons étudiées. 

Le choix de l’acide sulfurique a donc un autre avantage qui 
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consiste & supprimer les pullulations de bacilles paratuber- 
culeux saprophytes qui, dans nos premiéres recherches, en 
employant comme agent d’hémolyse l’acide acétique, viciaient 
nos résultats positifs macroscopiques d’emblée dans 30 p. 100 
des cas. 

Dans ces recherch2s, nous n’avons pas pu constater l’action 
empéchante de I’hémoglobine comme l'affirme Lcewenstein. 
Dans des expériences en collaboration avec Sadettin, nous 
avons étudié l’influence du sang in toto, et ceile de chaque 
fraction (plasma, globules rouges, sérum citraté du sang humain 
normal ou de malade tuberculeux, de mouton, de lapin normal 
ou vacciné par le BCG ou tuberculeux) sur le développement 
des bacilles cultivés dans le milieu de Sauton. Nous sommes 
avnsi parvenus a des résultats différents suivant la souche 
de bacilles tuberculeux ensemencée. En effet, pour le BCG, 
nous avons observé que la quantité de corps microbiens 
développés dans 125 cent. cubes de liquide de Sauton 
restés pendant vingt-cing jours a l’étuve & 38° était sensi- 
blement la méme que dans les ballons auxquels on avait 
ajouté 145 cent. cubes de sang provenant de sujets sains ou 
tuberculeux, de moutuns et de lapins neufs ou vaccinés par 
le BCG ou infectés avec des bacilles virulents. Nous avons 
cependant remarqué une action nettement favorisante de 
Vextrait globulaire préparé selon la formule de Legroux. Le 
poids des corps microbiens développés par ballon témoin et 
pesés a l'état sec a 6té en moyenne de 1 gr. 40, tandis que les 
ballons ayant recu 1 & 5 cent. cubes d’extrait globulaire ont 
donné 1 gr. 60 4 1 gr. 70 de bacilles dans les mémes condi- 
lions. 

En ce qui concerne les cultures de bacilles du type bovin, 
si l’extrait globulaire et le sang de lapin tuberculeux ou vacciné 
avec le BCG et de mouton ne se sont pas révélés nettement 
favorisants, par contre le sang de sujets sains ou atteints de 
tuberculose, le sang de lapin et de mouton s’est montré 
empéchant pour le développement de la souche employée 
(souche Vallée). | el 

Pour les souches de bacilles humains (Ratti) ou aviaires 
(Aviaire [V), nous avons constaté que le sang et l’extrait glo- 
bulaire favorisent nettement la culture de ces types. Nous 
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avons eu des séries ou le développement des corps microbiens 
en Sauton au sang a atteint presque le double de celui des 
ballons témoins. 

Ces recherches nous permettent de conclure que si l’action 
du sang pour la souche de Calmette et Guérin est indifférente, 
dans certaines conditions il s’est révélé empéchant pour le 
développement des bacilles d’origine bovine. Au contraire, en 
ce qui concerne les souches d’origine humaine ou ayiaire, nos 
observations sont tout a fait opposées a celles de Loewenstein, 
puisqu’elles nous ont montré que le sang favorise la culture de 
ces types bacillaires. 

Des constatations identiques aux nédtres ont été failes par 
Ninni et Bretey sur ce méme sujet. En outre, il nous est arrivé 
dobtenir un développement tres abondant de belles colonies de 
bacilles de type humain dans tous les tubes ensemencés diree- 
tement, sans préparation préalable, avec le sang liquide total 
extrait du coeur d’un sujet mort de tuberculose chronique 
évolulive. 

D’autre part, nous avons réalisé une expérience qui prouve 
que, contrairement aux dires de Leewenstein, |’ hémoglobine est 
loin d’empécher le développement du bacille de Koch, méme 
si on l'extrait directement du sang de sujets morts de tuber- 
culose. 

Aprés avoir flambé a l’aide d’un brileur le péricarde mis & nu 
d’un coeur de malade tuberculeux qui nous fut apporté par le 
D* Perrault, nous en avons ouvert aseptiquement le ventricule 
et l’oreillette droits et nous sommes tombés sur un volumineux 
caillot constitué de deux parties neltemenat différenciées par 
leur couleur. La partie supérieure b/anche occupait environ un 
tiers du volume, et la partie inférieure rowge les deux autres 
tiers. Les frottis de ces deux parties montrent que le caillot 
blanc ne renfermait que des globules blancs et de la fibrine, 
tandis que la partie rouge-noire était composée presque exclu- 
sivement de globules rouges et de fibrine avec quelques rares 
leucocytes. 

Nous avons alors prélevé 4 l’aide d’instruments stériles, 
changés pour chaque opération, 1 gramme, pesé a la balance, 
de la partie supérieure (caillot blanc) et 1 autre gramme de la 
partie inférieure (caillot rouge), qui ont élé mis séparément 
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dans des mortiers stériles. Chaque caillot fut coupé en fins 
morceaux puis broyé avec du sable. On traita ensuite les pro- 
duits ainsi préparés par 2 cent. cubes d'acide sulfurique & 
15 p. 100 pendant quinze minutes. Puis on neutralisa en pré- 
sence de tournesol (réactif indicateur) avec une solution de 
soude 4 30 p. 100. Chaque caillot fut ensemencé entitrement 
sur 6 tubes de milieu de Leewenstein & raison de 1/2 cent. cube 
par tube. Voici les résultats obtenus : 

Dans les tubes ensemencés avec le caillot rouge, il s’est 
développé au total 109 colonies de bacilles tuberculeux de type 
humain, tandis que dans ceux ensemencés avec le caillot blanc 
il n’y eneut que 39 dans le méme temps (trente jours). 

Une deuxiéme expérience, effectuée avec un autre coeur de 
sujet tuberculeux (Joquet), dans les mémes conditions que 
précédemment, nous a donné : 


CEUs TRey VERS, eS Ge GeO mE net eRe Neen 19 colonies. 
Tear lOt Olan Gye mit uses ase Uc ee Cone ten o 2 colonies. 


Ces faits ont été confirmés par les inoculations au cobaye. 

En effet, en nous placant dans les mémes conditions, les 
cobayes qui avaient recu le caillot rouge ont fait une tubercu- 
lose mortelle & marche beaucoup plus rapide que ceux inoculés 
avec le caillot blanc. 

‘Ces deux expériences et d’autres semblables que nous avons 
faites depuis avec Costil démontrent que, contrairement a ce 
qu’a dit Lowenstein, |’hémoglobine n’exerce aucune action 
empéchante sur le développement du bacille de Koch, puisque 
ce sont les fragments de caillot rouge-noir qui ont toujours 
fourni le plus grand nombre de colonies. Elles apportent, en 
outre, !a preuve que, au rebours de ce qu’ont écrit quelques 
auteurs qui s’étaient crus autorisés a admettre que, dans le sang 
circulant, le bacille de Koch devait étre cantonné dans les leu- 
cocytes, c'est au contraire en dehors de ceux-ci qu ils sont le 
plus nombreux. Il est, du reste, expévimentalement établi que 
lors des surinfections — et c’est le cas pour le sang des sujets 
tuberculeux — le principal élément de défense qui intervient 
vis-h-vis des bacilles tuberculeux introduits dans l’organisme 
est représenté par les éléments cellulaires du systeme réticulo- 
endothélial. Dans le sang circulant, ces éléments ne sont 
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qu’en nombre relativement minime : 1 &3 p. 100, ceci explique 
pourquoi on rencontre beaucoup plus de bacilles dans la por- 
tion rouge-noire du caillot, représentant la masse totale du 
sang, gue dans la portion blanche qui n’est qu'une de ces 
fractions. 

Nous venons de prouver que l’action prélendue empéchante 
de I’hémoglobine pour le bacille de Koch n’existe pas. Nous 
pensons que l’avantage du traitement préalable du culot d’en- 
semencement préconisé par Leevenstein est di & ce quon 
arrive & extraire par ce procédé, d'une grande masse de sang, 
une trés petite quantité de dépdt. Alors les bacilles, sil en 
existe, se trouvent mis en contact intime avec le milieu de 
culture, de sorte qu’on peut déceler des unztés bacillaires, ce 
qu il est impossible d’obtenir lorsqu’on ensemence directement 
le sang. 

Avant d’appliquer la méthode a la clinique humaine, nous 
avons infecté artificiellement, avec une dilution allant du 
4/10.000 au 1/1.000.000 de milligramme, des sangs de sujets 
sains et de malades tuberculeux. 

Ces sangs ont été ensemencés & des époques différentes, 
selon la méthode de Leewensteir, et ils ont donné par la suite de 
trés belles cultures, avec sensiblement le méme nombre de 
colonies par tube que les témoins. 

Analysons maintenant les résultats que nous avons oblenus 
en appliquant la technique de Leewenstein 4 la recherche de la 
bacillémie dans la clinique humaine. 

Le nombre total d’hémocultures pratiquées pour contrdéler 
cette méthode est, & l’heure actuelle, de 700, soit 4.200 tubes 
ensemencés, étant donné que, pour chaque échantillon de sang, 
nous avons utilisé 6 tubes. 

Nous diviserons cet exposé en deux parties. Dans la premiere, 
nous ferons état de 200 cultures faites avec le sang de sujets 
atteints de rhumatisme, de maladies nerveuses telles que la 
démence précoce et d’autres maladies & étiologie obscure, mais 
supposées d’origine tuberculeuse — comme la névrite rétro- 
bulbaire, la sclérose en plaques — et d’affections oculaires ou 
cutanées diverses. 

Dans la plupart des cas de ce groupe, le culot de sang a été 
divisé en deux parties : une moitié était ensemencée sur 6 tubes 
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de milieu & l'ceuf asparagine-vert-malachite suivant la tech- 
nique préconisée par Loewenstein, tandis que l'autre, diluée 
dans 3 cent. cubes d’eau physiologique, était inoculée par voic 
sous-cutanée a 2 cobayes. 

Nous avons ainsi étudié: 

4° Le sang de 90 malades atteints de diverses formes de 
rhumatisme, aigu ou chronique, mono- ou polyarticulaire, 
dont la plupart réagissaient 4 la tuberculine. Les échantillons 
de sang provenaient du service clinique du D" Coste, a I'hdpital 
Cochin. 

2° Le sang de 44 déments précoces des services des profes- 
seurs Claude et Laignel-Lavastine (Salpétriére) et de M"* Pascal 
(Asile de Maison -Blanche). 

3° Le sang de 69 sujets atteints de diverses maladies sup- 
posées d'origine tuberculeuse des services des professeurs Pau- 
trier, Laignel-Lavastine, Morax et du D" Coste. 

Sur les 90 cas du premier groupe, 10 seulement ont été 
étudiés par hémoculture, 20 par hémoculture et inoculation et 
les 60 restants par inoculation. Nous ferons remarquer que les 
animaux ainsi inoculés ont été observés pendant un laps de 
temps variant de cing 4 neuf mois. Tous ont été éprouvés pério- 
diquement & l’intradermo-réaction 4 la tuberculine (1/10 de 
tuberculine brute diluée au 1/10). 

Pour les cas de démence précoce, nous avons effectué dans 
44 cas lensemencement, dans 17 cas l’ensemencement et l’ino- 
culation simultanés et dix fois l’inoculation seulement. En ce 
qui concerne linoculation des produits aux cobayes, nous 
avons suivi la méme technique que précédemment. 

Parmi les 69 échantillons du troisiéme groupe, 15 ont été 
ensemencés, 40 ensemencés et inoculés parallélement au 
cobaye, 14 inoculés toujours selon la méme technique. 

Les résultats ont été les suivants : | 

En aucun cas, la présence de bacilles acido-alcoolo-résistants 
n’a pu étre décelée dans les frottis colorés de culots de sangs de 
tuberculeux avérés, de rhumatisants ou de déments précoces. 

L’ensemencement des sangs du premier groupe n’a jamais 
donné lieu au développement de cultures macroscopiques. Tous 
lestubes sont demeurés stériles méme aprés un délai de trois 
mois. Quatre fois seulement, nous avons obtenu par inoculation 
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un résultat positifiavec une forme spéciale de tuberculose que 
nous discuterons dans la deuxiéme partie, quand nous traiterons 
des résultats obtenus par l’ensemencement du sang de tubercu- 
leux avérés. 

Les échantillons de sang appartenant 4 des malades atteints 
de démence précoce ont donné des résultats négatifs aussi bien 
par ensemencement que par inoculation au cobaye. L’étude de 
dix liquides céphalo-rachidiens provenant de sujets atteints de 
la méme maladie a aboutiiau méme échec. 

L’iinoculation et ’ensemencement des sangs du_ troisiéme 
groupe ont été complétement négatifs. 

Ajoutons que pour les ensemencements de ce groupe le pro- 
duit de raclage des tubes examiné dans les délais prescrits par 
Lewenstein nous a fait découvrir assez souvent des bacilles 
acido-résistants en amas parl examen direct. Ces microcolonies, 
réensemencées et inoculées au cobaye, n’ont, en aucun cas, 
donné de cultures macroscopiques ni tuberculisé les animaux 
sensibles a la tuberculose. Comme nous le verrons plus loin, la 
présence de ces microcolonies non repiquables et non tuberculi- 
génes ne suffit pas pour affirmer la nature tuberculeuse des 
produits suspects. 

Nous allons exposer dans cette seconde partie les résultats 
de 500 hémocultures pratiquées chez des tuberculeux avérés. 
Lia plupart étaient atteints de tuberculose pulmonaire aigué ou 
chronique dont le diagnostic clinique avait été confirmé par la 
présence de bacilles de Koch dans l’expectoration. Les autres 
présentaient des formes diverses de tuberculose osseuse, 
cutanée ou osseuse ; le diagnostic avait été posé par examen 
radiographique, les réactions sérologiques ou inoculation de 
produits suspects au cobaye. 

Le résultat de nos 300 premiéres hémocultures a déja été 
communiqué a la Société de Biologie en 1931; nous ayions 
alors obtenu 18 cultures de bavilles acido-résistants, soit 
6 p. 100, tandis qu’avec les derniers 200 échamtilions nous 
navons enregistré que 8 résultats posilifs, soit 4 p- 100. Nous 
navons obtenu que dans 9 cas des colonies macroscopiques 
d’emblée avec le sang des 500 malades étudiés. Nous devons 
signaler que pour ces cullures macroscopiques, sur les 6 tubes 
ensemencés chaque fois, nous avons obtenu un développement 
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sept fois dans 1 seul tube et deux fois dans 2 tubes. Ces 
colonies ont apparu dans 1 cas le douzidme jour, dans 2 cas, 
dix-neuf jours aprés et dans tous les aulres cas entre vingt-neuf 
elt quarante jours aprés l’ensemencement. Dans 17 cas, nous 
avons obtenu des microcolonies décelables seulement dans les 
frottis colorés au Ziehl. 

Une fois seulement, ces microcolonies ont donné lieu au 
développement de colonies macroscopiques par réensemence- 
ment sur le milieu de Loewenstein. 

De méme nous avons obtenu, neuf jours apres l’ensemence- 
ment d’un sang, une microcolonie non repiquable mais dont le 
raclage, émulsionnéensérum physiologique etinoculé au cobaye, 
a tuberculisé cet animal, nous permettant disoler de sa rate 
une souche de bacilles tuberculeux de type humain (A. F.). 

En ce qui concerne les types de bacilles isolés, nous avons 
réussi 4 identifier jusqu’ici, par les réactions biologiques et par 
Vinoculation aux animaux : trois fois des bacilles présentant 
les caracteres des paratuberculeux, une fois un bacille du type 
aviaire isolé du sang d’un malade atteint de tuberculose ostéo- 
articulaire (J.) et dans les autres cas des bacilles du type 
humain isolés de tuberculoses osseuses ou pulmonaires. Nous 
conseryons encore & l'étude, depuis deux ans, un groupe par- 
ticulier de bacilles acido-résistants dont la dissociation spon- 
tanée en plusieurs variantes de colonies nous permettra peut- 
étre bient6t d’étre fixé sur leur signification. 

Sur les 9 souches dont nous avons obtenu des colonies 
macroscopiques d’emblée, 3 correspondaient a des bacilles 
paratuberculeux, ce qui réduit de 30 p. 100 notre total et 
raméne 21,2 p. 100 les résultats positifs obtenus directement 
par culture macroscopique. 

Ces 3 souches provenaient de malades atteints de diverses 
formes d’infection tuberculeuse typique, pulmonaire, osseuse 
ou cutanée, et nous avions chaque fois ensemencé 6 tubes de 
milieu de Loewenstein. Pour 2 de ces malades, la culture est 
devenue visible aprés douze jours (souche BI.) et aprés cin- 
quante-trois jours (souche Pr.) seulement sur un seul tube. 
Pour le troisiéme (Ya.), les colonies ont apparu dans 2 tubes 
apres trenle-huit jours. 

Les caractéres de ces 3 souches étaient les suivants : 
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Sur milieu de Loewenstein & l’ceuf-asparagine, petites 
colonies blanches, porcelainées, saillantes et mameloanées, 
non pigmentées, légerement humides. Réensemencées sur le 
méme milieu, elles ont formé une couche continue, granuleuse, 
épaisse, ne se différenciant des bacilles du type mammifére 
que par le développement plus rapide des cultures-filles: 
celui-ci était complet en dix & douze jours. 

Les 3 souches poussérent difficilement et lentement dans 
les premiéres cultures sur milieux non glycérinés, puis, apres 
plusieurs mois, elles finirent par s’y adapter. Dés les premiers 
réensemencements on put constater qu’elles croissaient entre 
20° et 42°, mais que la température optima était pour elles 
comprise entre 32° et 35°. Encemencées en bouillon glycériné, 
celui-ci reste clair; aucun pigment ne diffuse dans le liquide. 
Aprés plusieurs jours apparait un voile blanc, plissé, qui 
adhere aux parois du tube. Sur le milieu de Petragnani modifié 
par substitution de l’asparagine a la peptone et sur pomme de 
terre glycérinée, les cultures sont complétement développées 
en douze & quinze jours d’étuve, et ont le méme aspect que celles 
du bacille tuberculeux du type mammifére. 

Inoculées sous la peau, dans le péritoine ou dans les veines 
de lapins, cobayes, rats et souris, les 3 souches ne produisent 
aucune lésion. La poule est indifférente aux doses massives 
injectées dans le péritoine ou dans les veines. Sous la peau du 
cobaye, 5410 milligrammes déterminent une adénite de voisi- 
nage ou un abcés local qui guérit spontanément aprés quelques 
semaines, et dont le pus montre des bacilles acido-résistants 
trés nombreux. Parfois on trouve un ganglion sous-lombaire 
volumineux, contenant des bacilles vingt 4 trente jours aprés 
Yinoculation, mais jamais de pus caséeux. Les viscéres sont 
toujours indemnes et les nodules que produit l’injection intra- 
péritonéale de 4 410 milligrammes chez le cobaye disparaissent 
totalement en soixante 4 quatre-vingt-dix jours. L’injection 
intraveineuse de 1 4 10 milligrammes est inoffensive. Les fortes 
doses provoquent seulement un peu d’hypertrophie passagére 
du foie et de la rate. 

Par leurs caractéres biologiques et par l’absence totale de 
propriétés pathogénes, il est évident que ces 3 souches doivent 
étre considérées comme appartenant au groupe des bacilles 
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paratuberculeux. Ce fait est confirmé par |’étude que nous 
avons effectuée de leurs fonctions antigénes et toxiques. Nos 
recherches sur ce groupe de bacilles paratuberculeux nous ont 
amené a nous demander si les bacilles ainsi isolés provenaient 
bien du sang des malades ou d’une contamination accidentelle 
pendant les manipulations. Nous avons écarlé la deuxiéme 
hypothése et nous la considérons comme peu vraisemblable, 
parce que les souches obtenues different totalement, par leur 
aspect et par certains de leurs caractéres, de celles des para- 
tuberculeux qui se trouvent dans le laboratoire. C’est en raison 
de ces constatations que nous croyons pouvoir affirmer leur ori- 
gine hématogéne. 

D’ailleurs Loewenstein, Tiedmann, Popper et Lydia Rabino- 
witsch ont confirmé nos résultats en arrivant & des conclusions 
identiques. 

‘En ce qui concerne la souche de bacille aviaire isolée par 
nous, bien que les recherches de Lewenstein a ce sujet soient 
déja anciennes (1910) et qu'il en ait été publié de semblables 
par d’autres auteurs, certains expérimentateurs, se basant sur 
Jes recherches de Lichtenstern et surtout sur celles de Paltauf 
qui a trouvé dans des ceufs du commerce un pourcentage de 
10 p. 100 contaminés, se sont demandé si les cufs que nous 
employions pour fabriquer nos milieux de culture ne conte- 
naient pas des bacilles acido-résistants qu’un chaullage insuffi- 
sant aurait épargnés. Celte objection n/avait pas échappé a 
M. Calmette, & M. Boquet et & moi-méme. Nous avons donc 
jugé indispensable d’élucider ve point. Or, le raclage et les 
frottis de plusieurs centaines de tubes de milieu & |’ceuf non 
ensemencés ne nous ont jamais révélé la présence de bacilles 
acido-résistants. 

D’autre part, nous avons incorporé au milieu 4 lceuf, avant 
de le coaguler, des bacilles paratuberculeux, des bacilles 
aviaires etdes bacillesde mammiféres du type dovin a la dose de 
1 milligramme par centimétre cube. Nous avons chauffé une 
partie des tubes & 75° pendant une demi-heure une seule fois ; 
une autre série & 85° 4 deux reprises pendant une demi-heure et 
& vingt-quatre heures d'intervalle; une troisi¢me série a été 
chauffée trois fois & 75° pendant une demi-heure a vingt quatre 
heures d’intervalle. Nous avons porté ces tubes a l’étuve & 38° 
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et nous les avons observés pendant trois mois. Sur 150 tubes, 
aucun n’a présenté de culture macroscopique. De plus, pour le 
bacille des mammiféres nous avons broyé notre milieu qui 
n’avait pas donné de culture macroscopiyque aprés trois mois et 
nous avons inoculé ce produit de broyage 4 un lot de cobayes. 
Ces animaux, observés pendant quatre mois, nont jamais 
réagi & la tuberculine et, sacrifiés, n’ont présenté aucune trace 
de tuberculose & l’autopsie. S’il existe une cause d’erreur dans 
les résultats obtenus par la méthode de Levenstein, nos 
recherches nous permettent donc d’affirmer qu’elles ne pro- 
viennent certainement pas du milieu de culture. 

Quant aux résultats reconnus positifs par « microcolonies » 
seulement, ils ont donné lieu a des discussions et interpréta- 
tions diverses. Il ne faut pas oublier & ce sujet les expériences 
déja anciennes de Cornet, Meyer, Gottstein et Kahn et celles 
plus récentes de Wilson et Schwabacher qui nous ont mis en 
garde contre l'interprétation des examens microscopiques de 
sédiments sanguins, démontrant que les particules des mem- 
branes des hématies et les granulations leucocytaires, & cause 
de leur richesse en lipoides, sont acido-résistantes, et que leur 
grande similitude avec le bacille de Koch, tant par leur forme 
que par leur constitution chimique, peut donner lieu & de 
grossiéres erreurs, faits que nos recherches sur ce point ont 
pleinement confirmés. 

Et surtout, il importe de nous mettre en garde contre la fré- 
quence des bacilles saprophytes acido-résistants dans les divers 
produits chimiques, réactifs colorants, ulilisés par les travail- 
leurs des laboratoires ot l'on s’occupe de tuberculose. 

Ces constatations et d’autres faits déj)a bien connus relatifs 
aux précautions qu'il faut prendre avec l’huile de cédre, 
les lentilles frontales des objectifs & immersion, les lames 
porte-objets, les solutions de matiéres colorantes, ete..., 
nous portenta penser qu’ila da fréquemment arriver que de 
tels éléments bacillaires, simplement colorés au Ziehl pour 
Yexamen direct, ont été confondus avec de véritables bacilles 
tuberculeux. 

De notre cdté, nous avons pu déceler des bacilles acido-résis- 
tants saprophytes dans l’eau physiologique et dans l'eau distillée 
non stérilisée. Les expériences faites avec Costil que nous rap- 
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portons ci-dessous montrent nettement l’ubiquité des bacilles 
acido-résistants. 

Nous avons raclé avec un histouri neuf et stérilisé Vintérieur 
de 10 tuyaux de caoutchouc dits antigicleurs adaptés aux 
robinets d'eau froide de. 10 laboratoires du service des recherches 
sur la tuberculose. Ces produits de raclage ont été délayés 
séparément, dans des godets coniques neufs et stériles, préala- 
blement lavés & l’alcool et |’é6ther. Les émulsions ainsi obtenues 
ont été ensuite centrifugées et décantées, puis les culots furemt 
étalés sur des lames neuves et colorés au Ziehl-Neelsen. Les 
résultats de cet examen ont élé les suivamts : dans un cas, trés 
nombreux amas de bacilles acido-résistants, le champ microsco- 
pique en est littéralement couvert : dans 6 cas, nombreux 
amas de. bacilles. acido-résistants : dans 1 cas, quelques amas 
et dans le dernier aucun bacille acido-résistant visible (1). 

La méme recherche pratiquée sur les antigicleurs des robinets 
a eau chaude a montré une fois de trés nombreux amas de 
bacilles acido-résistants, quatre fois de nombreux amas, deux 
fois quelques amas; dans 2 cas, lexamen a été négatif. 

L’ensemencement du culot des godets correspondant aux 
antigicleurs des robinets & eau froide par la méthode que nous 
avens préconisée. pour l'isolement des produits suspects secon- 
dairement infectés nous a permis d’obtenir & deux reprises des: 
cultures de bacilles acido-résistants, pigmentés dans un cas el 
non pigmentés de couleur blanc nacré dans |’autre. L’absence 
totale de propriétés pathogénes pour le cobaye, le lapin et 
la poule de ces 2 souches et leurs caracteres biologiques nous 
ont permis. de les classer parmi les bacilles paratuberculeux. 

En présence de ces résultats, nous avons voulu savoir si les 
bacilles paratuberculeux trouvés provenaijent réellement du 
caoutchouc des antigicleurs souillés par des poussiéres de l’air 
ou d’une contamination de l'eau du robinet. La deuxiéme hypo- 
these a 6véconfirmée par l'expérience suivante : 50: cent. cubes 
d’eau pris directement 4 un robinet sans antigicleur sont cen- 
trifugés pendant une demi-heure dans des godets stériles. On 
rejette ensuite une partie du liquide et on traite les quelques 

(1) Dans certains cas, la présence des acido-résistants est tellement abon- 


dante qu’un simple examen direct aprés coloration au Ziehl-Neelsen suffit 
pour les déceler et en trés grand nombre. 
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centimetres cubes restants (3 cent. cubes environ) par l'acide 
sulfurique & 15 p. 100; on neutralise et on ensemence sur 
6 tubes de milieu a l’ceuf-asparagine, & raison de 1/2 cent. cube 
par tube. 3 de ces tubes déposés & I'étuve sont demeurés stériles 
apres un délai de trois mois. Par contre, les 3 autres laissés & 
la température du laboratoire ont donné lieu quarante-cing 
jours plus tard au développement de colonies blanc nacré de 
bacilles acido-alcoolo-résistants. Ces bacilles se sont nettement 
montrés avirulents pour les animaux de laboratoire. 

D’autres: recherches nous ont fait découvrir des cadavres de 
bacilles acido-résistants dans notre eau dislillée et dans notre 
liquide de Sauton stéri/es. La présence de ces germes s’explique 
par ce fait que les billes de verre ou d’acier et la grenaille de 
plomb employées pour le nettoyage de la verrerie de nos labo- 
ratoires retiennent 4 leur surface des acido-résistanis morls 
provenant des manipulations antérieures. On les y retrouve 
souvent en trés grand nombre et ils restent fixés sur les parois 
des ballons ou passent dans le contenu liquide de ces vases. 

Ces constatations nous ont convaincu que les microcolonies 
non repiquables recueillies par raclage des tubes de milieu 
ensemencés avec du sang sont le plus souvent constituées par 
de simple amas de cadavres de bacilles acido-résistants apportés 
par les divers liquides employés pour le traitement préalable 
des produits ensemencés. 

Nous pensons que dans les recherches concernant l’isolement 
du bacille de Koch a partir du sang, dans l'avenir, il ne faut 
tenir compte que des microcolonies cultivables par réensemen- 
cement et de celles qui se montrent tuberculigénes pour le 
cobaye ou le deviennent aprés passage sur cet animal. 


* 
x * 


Nous avons donné, comme résultat global de nos 500 hémo- 
cultures, 18 résultats positifs pour nos 300 premiers ensemen- 
cements effectués, soit 6 p. 100, tandis que les 200 derniers 
échantillons ensemencés n’ont donné que 8 résultats positifs, 
soit 4 p. 100, ce qui correspond & une moyenne de 5,2 p. 100 
au total. Or, nous avons comparé les résultats de nos recherches 
avec ceux publiés aprés les ndtres jusqu’é maintenant par 


ETUDES SUR LA BACILLEMIE TUBERCULEUSE 


AUTEURS 


oa eines) Beni ieh ce et es SUR fe) Ls, 


Armand-Delille et Manseau. . 
IBESSCAl seh = Nel alo, Shier 
Bingoldtet Spier. 5 = .. 
Bruynoghe et Adant. . . 
IBUSSOM 9s eae) 6 «> eons 


(CONMEM EE wees ce we ee 
BRC UMD OS te weighs cy 
FHIDPAMTOMA ee sel cs. 

DCiSthee ae wee cieayy ce Sioa) ays 

PCCUIMO Meee ee ey Gs 


Dimtza et Guscher. .. . 
DIG Natale: era rns, cs actcis 
WOME Ole Mee | sees 
Ederle et Kriech 
Ederle et Kriech 
Eichbaum 
Giannetti 
Hager : 
Haymaker, Ekhart et Freund. 
Haymaker, Ekhart et Freund. 


etna cele Fa: xe 


pie Mie! ied (wile. ke. (eh. fe 


i GAO kOe CO au ee 


[RITES SB 68 oad 8 otro 
izandvete Whinve ncn a) 
Fontotsonmemc | ao. sae 
MOMLORSOMMamen ie siturce ses 
Keadishte. 0s. ces coe 
DSO ahem sh eanscecel el ease 
KOC rate) cris! whee 
IL ATVI! ea tenes CB hemes 
RTI S Se, SPARES: tere oe eee 
Tichtensterns 0 eeac2) . 
Reet. Ss Mach. .9: > . 

Manteufely @). fens. 5 
MathieSene sen cee ss 
WEG, G4 6 Se Boe 


Nanu, Jonesco et Stefanesco. 
¥ OEkonomopoulo et collab. 


Pollak 
Popper et collaborateurs. 
Rabinowitsch., . 
Richter perc tsk. se 

SHOGOR oe 6.6 ose o Be 
Schreiner 
Schwabacher. 
Sergent, Durant, Gaspard, Marcowx. 
LQ OIRO SA ioe Be Bis ea 
Unverricht et Dosquet. . 
Urbanek et Meller... . 
Walter et Horing.... . 
Weatherail 


Sn ce; sue | lot ts 


Pourcentage 


NATURE DE LA MALADIE 


Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses pulmonaires. 
Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses diverses. 
Tuberc. 
Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses avérées. 
Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses diverses. 


Tuberc. diverses et non tuberc. 


Tuberculoses pulmonaires. 
Tuberculoses pulmonaires. 
Tuberculoses certaines. 
Tuberculoses miliaires. 
Tuberculoses pulmonaires 


Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses diverses. 
Maladies diverses. 
Tuberculoses pulmonaires. 
Divers tuberculeux avérés. 
Tuberculoses pulmonaires. 
Tuberculoses chirurgicales 
Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses pulmonaires. 


Tuberculoses pulmonaires. 
Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses diverses. 


Tuberculoses pulmonaires. 
Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses diverses. 

Tuberculoses pulmonaires. 
Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses diverses. 


Tuber. pulmonaires et chroniques. 


Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses diverses. 
Tuberculoses diverses. 


Diverses maladies des yeux. 


Tuberc. diverses et non tubere 
Tuberculoses pulmonaires. 


: 49 auteurs, 5,33; A. Saenz : 


Annaies de l'Institut Pasteur, t. LI, n° 6, 1934. 


graves évolutives. 


Tuberc. pulmonaires tres avancées. 


Tuberc. rénales débutantes. 


Tuberc. diverses et non tuberc. 
Tuberc. pleuro-pulmonaires. 
Tuberc. diverses et non tuberc. 
Tuberc. diverses et non tuberc. 
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412 
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49 auteurs de divers pays. Nous les résumons dans le tableau 
que l’on trouvera a la page précédente. . 

Ce tableau montre que 49 expérimentateurs différents, qui 
ont pratiqué ensemble 3.964 hémocultures selon la méthode 
de Lawenstein avec le sang de malades atteints de diverses 
formes de tuberculose, ont obtenu 174 résultats positifs, sort 
5,33 p. 100. Il est done impressionnant de constater la con- 
cordance de ces chiffres avec les nétres et la discordance 
quils présentent avec ceux indiqués par Lowenstein et ses 
collaborateurs. 

Ce tableau montre également que les résultats négatifs 
indiqués par Bingold, Cohn, Cumings, d’Antona, Kichbaum, 
Giannetti, Izard, Kallos, Koch, Manteufel, Muggia, Schreiner 
et Weatherail et d’autres auteurs sont basés sur un nombre 
insulfisant de cas examinés et ne permettent pas de porter un 
jugement sur la valeur réelle de la méthode dont il s’agit. 

Nous avons cherché a nous rendre compte de la signification 
de la bacillémie en clinique humaine en faisant une enquéle, 
pour chaque hémoculture positive obtenue, auprés du clinicien 
qui nous avait fourni l’échantillon de sang. D’aprés les rensei- 
gnements qui nous ont été ainsi communiqués, nous pouvons 
ranger nos résultats positifs en quatre catégories, en faisant 
abstraction du cas ot nous avons isolé un bacille aviaire (1). 

Disons d’abord que la plupart des résultats obtenus corres- 
pondent a des primo-infections de l'enfant et de l’adolescent. 
Ensuite viennent les cas relatifs & des tuberculoses aigués en 
pleine évolution et a issue fatale. Aprés cela, nous avons 
obtenu des résultats positifs dans des formes diverses de tuber- 
culose chronique dont lhémoculture positive correspondait 
& une nouvelle localisation ou & une poussée évolutive, de 
la maladie (cas A. F..., professeur Sayé, cas V..., D™ Soulié). 


(1) Nous ferons simplement remarquer, sans en tirer aucune conclusion, 
que, pour notre cas d’hémoculture positive a bacille aviaire (malade J...) le 
professeur Sayé nous a communiqué le diagnostic clinique de tuberculose 
ostéo-tarsienne articulaire en période febrile. Or, en inoculant un cobaye 
par voie sous-cutanée dans l’aine avec un bacille aviaire, nous avons pu 
reproduire chez cet animal des ostéo-arthrites 4 marche torpide, desquelles 
nous avons isolé, deux ans aprés l'inoculation, le bacille aviaire en culture 
pure. I] est frappant de constater que chez deux espéces considérées comme 
peu réceptives ou réfractaires au bacille aviaire, on puisse trouver ce germe 
dans des processus anatomo-pathologiques analogues. 


a 
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Kn dernier lieu, nos résultats positifs les moins favorables pro- 
venaient d’autres malades atteints de formes variées de tuber- 
culose chronique. 

Ces résultats positifs sont en complet accord avec ceux que 
nous avons obtenus en ensemengant le sang du ceeur de sujets 
aprés la mort. Nous avons eu deux résultats positifs sur quatre 
échantillons de sang provenant de formes aigués de tubercu- 
loses évolutives, tandis que nous avons seulement nolé un 
seul résultat positif sur 20 échantillons de sang provenant de 
malades morts de formes diverses de tuberculose chronique. 
Ces constatations concordent avec celles de Abt, Long, Rabi- 
nowitsch et surtout de Popper, Bodart et Schindler, qui ont 
réussi & déceler dix-huit fois le bacille de Koch en cultivant le 
sang du cour de 24 sujeis morts de tuberculose progressive 
mortelle, tandis que l’ensemencement du sang du ceeur prove- 
nant de 64 malades qui avaient succombé en présentant des 
formes diverses de tuberculose chronique non évolutive n’a 
donné qu’un résullat positif. 

Nous avons pratiqué une fois l’ensemencement du sang d'un 
malade atteint de tuberculose chronique dans la période préa- 
gonique, et de celui du coeur du méme sujet apres sa mort. 
Dans ces deux circonstances nous avons eu un résultat 
négatif. Par contre, nous avons obtenu deux résultats positifs 
en partant du sang d’un sujet vivant et du caillot sanguin du 
cour du méme sujet ayant succombé a une tuberculose septi- 
cémique évolutive. 

Liopinion de Walter et Horing, prétendant que le sang 
vivant exercerait une influence inhibitrice sur le bacille tuber- 
culeux, tandis que celle-ci manquerait dans le sang de sujets 
mortis, ne se trouve donc pas confirmée. Tous ces faits démon- 
trent, au contraire, que la bacillémie est en relation étroite 
avec la forme anatomo-clinique de la maladie et que le bacille, 
quand il existe, est aussi facilement décelable dans le sang 
circulant que dans celui des cadavres. 

Les faits qui précédent montrent aussi que la recherche de 
la bacillémie en clinique humaine n’aurait une réelle impor- 
tance pour le diagnostic que dans les primo-infections, ot la 
dissémination bacillaire est précoce, c’est-a-dire ot elle se 
produit avant l’apparition de l’allergie et de tout autre signe 


{ 
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de tuberculose décelable par les divers examens cliniques. 
C’est d’ailleurs un des grands avantages de cette méthode 
pour l’avenir, de pouvoir diagnosliquer la maladie et de nous 
éclairer, en méme temps, par la bacillémie, sur la durée de la 
période anté-allergique. D’aprés ce que notre expérimentation 
nous a appris et d’aprés nos recherches sur |’hémoculture 
chez les chimpanzés et chez l'enfant nouveau-né prémunis par 
voie buccale avec une seule dose massive de BCG, nous savons 
qu'il est possible de déceler la présence de ce bacille-vaccin 
d’emblée en culture pure quatre a six heures apres | ingestion. 

Nous nous étions appliqués a effectuer ces recherches avec 
notre regretté maitre, M. Calmette, et avec L. Costil, en nous 
adressant & des enfants choisis dans le service de M. Weill- 
Hallé, & la pouponniére de Médan. 

Voici les résultats, déja trés concluants, de nos premiéres 
expériences. 

5 nourrissons, non allergiques 4 la tuberculine et respecti- 
vement dgés de neuf mois et demi (Mal...), six mois et demi 
(Tou...), douve mois (Beau...), vingt-deux mois (Mai. .), deux 
ans (Da...), recoivent, par voie buccale, une dose unique de 
BCG; d’abord Mal... et Tou..., le 20 juin 1933. Les 3 autres, 
Beau..., Ma..., Dan..., le 20 juillet suivant. 

L’histoire clinique briévement résumée de chacun de ces 
enfants est la suivante : 


Osservation I. — Mal... (fille). Poids a la naissance : 3 kilogr. 700. Une 
sceur ainée morte 4 six mois de péritonite bacillaire. Admise a la poupon- 
niére a cing mois et demi, aprés une période de troubles digestifs. Poids : 
4 kilogr. 200. Tres chélive et anémiée lorsqu’on lui fait ingérer 4 cenligrammmes 
de BUG le 20 juin 1933, A neuf mois et demi. Poids : 6 kilogr. 500. Les 6 et 7, 
30 et 34 aout, légéres ascensions de température (38°). Progression de poids 
remarquable malgré une période de chaleurs excessives. Le 20 septembre, 
pése 7 kilogr. 450. Cuti-réaction négative. 


Oss II. — Tou... (gargon). Poids a la naissance : 3 kilogr. 400. Admis a 
cing mois a la pouponniére, ne pesant que 4 kilogr. 900. A six mois et demi, 
aprés un modeste gain de 250 grammes, on lui fait absorber par voie buc- 
cale, le 20 juin, 8 centigrammes de BCG. A partir du 3 juillet, il présente 
une température de 38°5, puis des oscillations de 39 A 40°, jusqu’au 
45 juillet. Du 15 au 31, la température revient a 38°. Etat général bon. Le 
poids progresse de 400 grammes. Du 2 au 11 aott, nouvelle ascension A 39° 
avec staguation de poids. Température normale du 23 au 29 aot. A ce 
moment, lenfant fait une otite aigué avec ascension brutale A 41° et l'enfant 
succombe en vingt-quatre heures. Pendant tout le mois d’aout, l’enfant fut 
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hospitalisé aux Enfants-Malades. A la méme époque, d’autres enfants de la 
pouponniere ont également présenté des épisodes fébriles prolongés, dus a 
une infection coli-bacillaire mise en évidence chez ces derniers par le son- 
dage et l'examen des urines. Ces examens n’avaient pas été pratiqués chez 
Tou... La cuti-réaction, pratiquée chaque mois, est demeurée négative. 


Oss. III. — Beau... (gargon). Poids & la naissance, en juillet 1932, 
2 kilogr. 380; admis a la pouponniére & six mois. Pése 4 kilogr. 500. A douze 
mois, le 20 juillet 1933, absorbe, par voie buccale, 3 centigrammes de BCG. 
Pése alors 6 kilogr. 800. Légére ascension thermique les 23 et 24 aout (382). 
Bon état général. Pése 7 kilogr. 450 le 30 septembre. La cuti-réaction, d’abord 
négative, devient positive le 17 septembre. 


Oss. IV. — Mai... (fille). Prématurée de sept mois, pése 1 kilogr. 800 a la 
naissance. Mére bacillaire morte peu aprés son accouchement. A huit mois, 
pése 5 kilogr. 500. Trés anémiée, paleur cireuse. A vingt-deux mois pése 
8 kilogr. 900. C’est alors que le 20 juillet 1933 elle ingére 3 centigrammes de 
BCG. Légéres ascensions thermiques du 26 juillet au 1°" aout, puis du 4 au 
8 aout, A cette époque de chaleurs excessives, baisse légére de poids : 
8 kilogr. 680. Le 23 septembre, l'enfant a bon aspect. Pése 9 kilogr. 050. A 
deux ans, mesure 0 m. 82 et a 16 dents. I.a cuti-réaction est restée négative. 


Oss. V. — Dan... (garcon). Poids 4 la naissance : 3 kilogr. 100. Troubles 
digestifs pendant les premiers mois. Entre a la pouponniére 4 quatorze 
mois. Poids : 6 kilogr. 220. En janvier 1933, 4 dix-huit mois, ne pése que 
7 kilogr. 200. En mai, 7 kilogr. 600. Le 20 juillet, ingére 3 centigrammes de 
BCG. Poids a cette date : 7 kilogr. 410, en baisse depuis mars. Légéres 
ascensions thermiques 4 38°35, le 27 juillet, 38°6 le 12 et le 15 aout. L’état 
général s’améliore sensiblement. Le 23 septembre, le poids atteint 8 kilogr. 950. 
Les cuti-réactions restent négatives. 


Aux deux premiers enfants (Mal... et Tou...), on a prélevé, 
cing heures aprés l’ingestion du BCG, environ 5 cent. cubes de 
sang par ponction de la jugulaire. Aux trois autres le méme 
prélévement a été fait trois heures aprés ingestion du vaccin. 
Ce sang a 6té rendu incoagulable par mélange immédiat avec 
2 cent. cubes d’une solution stérile de citrate de soude a 
10 p. 100. Aprés décantation du plasma, on a pris, de chaque 
échantillon, 2 cent. cubes du dépdt de leucocytes et d’hématies, 
qu’on a hémolysés dans un volume égal d’eau distillée. 3 cent. 
cubes de ce mélange ont été répartis entre 6 tubes de milieu 
de Lowenstein & raison de 0 c. c. 5 par tube. Le reste de 
chaque prise, traité par l’acide sulfurigue & 10 p. 100, fut, 
apres centrifugation et lavage du culot, ensemencé dans les 
mémes conditions. 

Sur les cing échantillons de sang ainsi étudiés, nous avons 
obtenu trois résultats positifs (enfants Tou..., Mal... et Dan...) 
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et, chaque fois, identification des colonies a montré qu’elles 
étaient conslituées par du BCG pur. 

Ces colonies, tres nombreuses pour l'un des échantillons, 
sont devenues macroscopiquement visibles dix a douze jours 
apres l’ensemencement pour tous les cas positifs. Cette préco- 
cité de l'apparition des colonies macroscopiques démontre, 
comme on devait s’y altendre, qu'il s’agit, non de bacilles qui 
se seraient déja multipliés dans le sang, mais de bacilles pro- 
venant du vaccin ; dans ces conditions, l’hémoculture est compa- 
rable & un réensemencement direct d’une culture de BCG. 

L’hémoculture, aprés traitement par l’acide sulfurique, s’est 
révélée supérieure a l’ensemencement direct du sang hémolysé 
par l’eau distillée. La premiére a fourni deux fois plus de 
résultats positifs que la seconde. 

Une expérience semblable a été faite sur deux chimpanzés 
récemment arrivés 4 notre laboratoire et qui ont ingéré en 
une seule dose 4 gramme de BCG. Quatre heures aprés, on a 
fait & chacun d’eux une prise de sang et l’ensemencement de 
celui-ci fut positif pour l'un et pour l'autre. 

Ces faits démontrent que l’absorption des bacilles-vaccins 
s‘effectue trés rapidement par la muqueuse intestinale, puisque 
ces bacilles peuvent étre mis en évidence par l’hémoculture 
dans le sang circulant entre trois et cing heures aprés linges- 
tion unique. La proportion d’hémocultures positives que nous 
avons ainsi obtenues (60 p. 100 chez les nourrissons, 100 p. 100 
chez les chimpanzés) est vraiment impressionnante. 

Pour lun de nos nourrissons, dont ’hémoculture avait été 
positive cing heures aprés l'ingestion du vaccin, une seconde 
prise de sang, effectuée dix jours plus tard, donna une hémo- 
culture négative. I] est done vraisemblable que la bacillémie 
qui survient trés rapidement aprés l’arrivée des bacilles-vaccins 
dans le tube digestif n’a qu'une durée bréve et gue, peu d’heures 
apres, les bacilles sont fixés dans les organes lymphatiques ow 
ils se cultivent et ot ils déterminent ces légers engorgements 
ganglionnaires (micro-polyadénie) qui apparaissent et per- 
sistent souvent pendant quelques jours ou quelques semaines 
chez les enfants vaccinés. 

Ces recherches montrent que rien ne s oppose a ce que, par 
analogie, dans les primo-infections des nourrissons, |’hémo- 
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culture puisse étre positive avant l'apparition de toute allergie. 

En dehors de ces cas trés particuliers, l’hémoculture parait 
n’avoir qu'une valeur pronostique, indiquant une issue fatale 
dans les formes aigués et évolutives, accusant une réactivation 
des foyers dans les formes chroniques, chaque fois qu’une 
embolie microbienne entrainée par la circulation est assez 
importante pour créer une nouvelle localisation de la maladie 
a distance. 

D’aprés ces données, comme l’a fait trés judicieusement 
remarquer le professeur Sergent & la tribune de l’Académie de 
Médecine, pour résoudre les problémes que pose la bacillémie en 
clinique humaine, il serait nécessaire d’établir une collaboration 
étroite entre le clinicien averti et le biologiste, pour pouvoir 
déterminer les conditions de passage du bacille de Koch dans 
le sang, ainsi que sa fréquence, en relation avec chaque forme 
anatomique ou clinique de la maladie. 

C'est ainsi que, fort de ces constatations, mettant en pratique 
cette collaboration de la clinique et du laboratoire, le D* Broca, 
assistant du professeur Debré, a réussi dans notre laboratoire, 
sur 14 cas de primo-infection tuberculeuse chez de jeunes 
enfants et des nourrissons, a déceler cing fois le bacille de 
Koch du type humain par culture directe du sang ou par inocu- 
lation au cobaye. 

Il est & remarquer que le caractére fondamental de la bacil- 
Iémie décelable par ’hémoculture est d’étre toujours pauci- 
bacillaire. En effet, sur les six tubes ensemencés chaque fois, 
nous n’avons constaté le développement de quelques colonies 
que sur un tube, deux tout au plus. Nous sommes arrivés a des 
conclusions identiques dans des expériences que nous avons 
effectuées sur la valeur diagnostique comparée de l’inoculation 
et de 'hémoculture qui nous ont permis, en collaboration 
avec Coste et Costil, de décrire une forme particuliére de tuber- 
culose chez les cobayes inoculés avec des spécimens de sang 
suspect. 

Les caractéres essentiels de la tuberculose développée chez 
les cobayes inoculés avec du sang suspect peuvent se résumer 
ainsi : absence de chancre d’inoculation ainsi que d’adénites 
inguinale et lombaire correspondantes; longue durée de la 
période anté-allergique et grande lenteur de |’évolution de 
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la maladie qui, dans plusieurs cas observés, n’a été constatée 
que cing & huit mois aprés l’inoculation. Ces faits sont super- 
posables & ceux que nous a appris l'infection paucibacillaire 
expérimentale du cobaye (inoculé avec des doses de 1/1.000.000 
et de 1/10.000.000 de milligramme de bacilles) et & propos 
desquels nous avons fait des remarques analogues. L’inocu- 
lation au cobaye, réalisée & l’abri de toute contamination spon- 
tanée, s'est monirée dans ces conditions plus sensible que 
l’ensemencement du sang sur les milieux de culture, car elle 
est capable de déceler de rares éléments bacillaires. Mais il est 
nécessaire de prolonger l’observation des animaux inoculés 
pendant au moins huit mois, peut-étre méme beaucoup plus, 
et de ne considérer les résultats comme négalifs que si les 
animaux ne réagissent pas & la tuberculine aprés un long 
délai. 

Ces faits viennent d’étre confirmés par les D's Broca et Per- 
rault dans 6 cas de primo-infection de l’enfance et de l’adulte 
dont voici britvement résumées les observations cliniques et 
la forme particuliére de tuberculose développée chez les cobayes 
inoculés avec ces échantillons de sang. 


OssERvation I. — Pic... (gargon), douze ans. Fébrile. 20 cent. cubes de 
sang citraté recueillis aseptiquement par ponction veineuse, sont inoculés, 
le 12 novembre 1932, 4 4 cobayes par voie sous-cutanée. 2 de ces animaux 
ayant regu chacun 5 cent. cubes de sang, l'un mort de maladie intercurrente 
cing mois aprés, l'autre sacrifié quatorze mois aprés, éprouvés psriodique- 
ment sans avoir jamais réagi 4 lintradermo-réaction, se montrérent & 
Yautopsie indemnes de toutes lésions suspectes. Les 2 cobayes restants, 
éprouvés comme précédemment 4 la tuberculine, commencérent a réagir 
respectivement cing et sept mois aprés l’inoculation; pour tous deux, la 
réaction devint nécrotique au cours du neuviéme mois. Ces animaux furent 
sacrifiés 4 cette époque. Voici les constatations faites 4 l’autopsie : absence 
de chancre et d’abcés au point d'inoculation, ganglions inguinaux et sous- 
lombaire normaux, foie et rate hypertrophiés avec nodules tuberculeux, 
ganglions trachéo-bronchiques trés hypertrophiés et caséeux, Ilésions de 
broncho-pneumonie tuberculeuse bilatérales, discrétes, contenant des bacilles 
acido-résistants. La rate, préalablement broyée, inoculée a un cobaye, l’a 


tué en trente-six jours avec chancre dinoculation et signes caractéristiques 
de tuberculose classique. 


Oss. II. — Piq... (garcon), dix-huit mois. Cuti-réaction positive intense. 
Lésions complexes parahilaires 4 droite. Enfant hypotrophique. Le 27 octobre 
1932, on lui préléve 10 cent. cubes de sarig qu’on inocule, en parties égales, 
a 2 cobayes par voie [sous-cutanée. Un de ces cobayes est encore en vie 
quinze mois apres l'inoculation ; éprouvé périodiquement a la tuberculine, 
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il n’a jamais réagi. Le deuxitme cobaye commenca a réagir 4 l’intradermo- 
réaction a la tuberculine aprés sept mois; au bout de huit mois, la réaction 
était nécrotique. L’animal mourut neuf mois apres l'inoculation, présentant a 
lautopsie des lésions pulmonaires et spléniques identiques 4 celles que pré- 
sentaient les cobayes du cas précédent, ni chancre, ni abcés, ni adénite ingui- 
nale ou lombaire correspondant a la région inoculée. Du ganglion trachéo- 
bronchique, qui présentait des bacilles acido-résistants A l'examen direct, 
on a pu isoler une souche de type humain. 


Oss. Ill. — Bui.. (gargon), sept ans, culi-réaction positive nécrotique. 
Foyer de pneumonie tuberculeuse au poumon droit avec adénopathie cervi- 
cale. On préléve, en période fébrile, 15 cent. cubes de sang qu’on inocule 
le 28 juin 1933, par voie sous-cutanée, & 3 cobayes, qui devinrent allergiques 
et moururent de tuberculose généralisée éyolutive cing A six mois apres 
linoculation. L’ensemencement de leurs organes permit d'isoler une culture 
de bacilles tuberculeux de type humain. 


Oxs, IV et V. — Ray... Bus... (garcon), huit ans et demi et sa sceur Mic... 
Bus..., cing ans. Le pére de ces enfants fait une hémoptysie au mois d’aott 
1933 et reste fébrile, entre 39° et 40°, pendant vingt jours. Quelque temps 
aprés les enfants sont envoyés 4 la campagne. Le garcon rentrant le 15 sep- 
temhre présente, d’aprés les renseignements donnés par sa mére, un trés 
mauyais état général : amaigrissement, élévation de température, 38° le 
matin et 38°5 le soir. Spléno-pneumonie du poumon droit avec scissurite. 

Le 11 décembre, sa sceur tombe malade présentant 38°3 de fiévre et montre 
a la radiographie un foyer de pneumonie tuberculeuse a droite; la cuti- 
réaction est nécrotique. On préléve au garcon 10 cent. cubes de sang citraté 
qu’on inocule le 14 octobre 1933 a 4 cobayes dont 2 meurent de maladie 
intercurrente respectivement vingt jours et trois mois aprés linoculalion. 
Quant aux deux autres, l'un réagissant positivement a la tuberculine aprés 
trois mois est encore en vie, l’autre fut sacrifié, étant également allergique, 
deux mois aprés. Les lésions présentées par cet animal étaient identiques 
en tous points a celles des cobayes positifs du cas précédent. 

6 cobayes inoculés avec le sang total de la sceur de cet enfant, Mic. Bus..., 
le 12 décembre 1933, devinrent tous allergiques un mois aprés l’inoculation. 


De son cété, le D" Perrault, dans un cas ot. ’hémoculture 
avait été négative, a obtenu une tuberculose trés lente du cobaye 
décelable huit mois aprés l’inoculation avec absence de chancre 
et réaction cutanée tres tardive, dans une primo-infection 
tuberculeuse, chez une jeune femme de vingt-deux ans qui 
guérit dans la suile sous l’influence d’un traitement crysalbi- 
nique. 

Ces expériences prouvent que linoculation du sang se 
montre plus sensible que l’ensemencement sur les milieux de 
culture, pour déceler de rares éléments bacillaires 4 condition, 
comme nous l’avons déja dit, de prolonger l’observation pendant 
un temps suffisant et de ne considérer les résultats comme 
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négatifs que si les animaux ne réagissent pas 4 |’intradermo- 
réaction a la tuberculine aprés un long délai. 

Cette nouvelle technique nous avait déja permis avec Coste et 
Costil de déceler la bacillémie dans 4 cas de rhumatisme tuber- 
culeux dont il a été question dans la premiére partie de ce 
mémoire. Deux de ces cas que nous rapportons ci-dessous sont — 
particuliérement intéressants. 


20 cent. cubes de sang citraté du premier malade (M. R.), atteint de rhuma- 
tisme chronique d’allure tuberculeuse, sont inoculés, fe 29 décembre 1931, a 
3 cobayes par voie sous-cutanée. Deux de ces cobayes, ayant regu 5 cent. 
cubes chacun, sont morts de maladie intercurrente, l'un aprés cing jours, 
et l'autre aprés dix-huit jours. Le troisiéme, inoculé avec 10 cent. cubes de 
sang, fut éprouvé périodiquement par intradermo-tuberculination ; il com- 
menca 4 réagir sept mois aprés l’inoculation ; la réaction devint nuécrolique 
au cours du neuviéme mois. Sur l’animal, sacrifié A cette date (28 septembre 
1932), voici nos constatations d’autopsie : absence de chancre et d’abcés au 
point dinoculation, ganglions inguinaux et sous-lombaires normaux. Gan- 
glions trachéo-bronchiques trés hypertrophiés (pois chiche) et caséeux; 
lésions de broncho pneumonie tuberculeuses discrétes, bilatérales, contenant 
des bacilles acido-résistants; rate légérement bypertrophiée sur laquelle on 
voit deux nodules contenant également des bacilles acido-résistants. Ces 
organes inoculés au cobaye l’ont tué en soixante jours avec chancre d’inocu- 
lation et signes classiques de la tuberculose évolutive. 

Le deuxiéme cas concerne un malade 4Agé de soixante-trois ans (M. B.), 
bronchitique et rhumatisant chronique. Lors d'un accés de fiévre (39°), on 
préléve 20 cent. cubes de sang qu’on inocule a dose égale 4 2 cobayes par 
voie sous-cutanée. Un de ces cobayes est mort de pneumococcie sept mois 
aprés linoculation. Eprouvé périodiquement a la tuberculine. il n’a jamais 
réagi. Le deuxitme cobaye commenga A réagir a l'intradermo-réaction huit 
mois aprés l'inoculation. La réaction devint' nécrotique le neuviéme muis et 
Yanimal fut sacrifié le 20 septembre 1932. Lésions pulmonaires el spléniques 
identiques a celles du cobaye préeédent; ni chancre, ni abcés, ni adénite dans 
la région inoculée; ganglions trachéo-bronchiques trés virulents pour les 
cobayes auxquels ils furent inoculés. 


La forme de tuberculose développée chez les cobayes inoculés 
avec des échantillons de sang paucibacillaire nous a permis 
de constater certains faits dont l'importance nous parait grande ; 
ils nous font comprendre pourquoi il arrive si souvent, chez 
les enfants par exemple, que l’allergie ne se manifeste que fort 
longtemps aprés qu'une infection paucibacillaire soit réalisée. 

Ces expériences que nous poursuivons actuellement montrent 
de plus que le sang pur, simplement rendu incoagulable par le 
citrate de soude, inoculé au cobaye immédiatement apres la 
prise de sang (sans dépasser la dose de 5 cent. cubes par voie 
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sous-cutanée), donne, contrairement aux craintes de Leewen- 
stein, bien plus souvent et plus sirement des résultats positifs 
que la culture pratiquée d’aprés la méthode de l’auteur vien- 
nois. C’est dans ce sens qu’il convient d’orienter, désormais, les 
recherches sur la bacillémie tuberculeuse. 

Nous sommes convaincu d’aprés ce que nous ont appris nos 
expériences sur les animaux que la bacillémie, du moins chez 
les malades atieints de formes évolutives de tuberculose, est 
beaucoup plus fréquente que ne l'indiquent les résultats de nos 
recherches. I] faudra pour la mettre en relief plus souvent dans 
la clinique humaine l’étroite collaboration que nous deman- 
dons aux cliniciens et aux bactériologistes comme nous l’ayons 
fait dans la primo-infection de l’enfance ot la bacillémie a pu 
étre décelée avec une fréquence insoupgonnée jusqu’a main- - 
tenant. 
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ESSAIS D IMMUNISATION PAR INHALATION 
1. — DIPHTERIE ET TETANOS. 


par W. SILBERSCHMIDT. 


(Institut d’Hygiéne de Université de Zurich ) 


Nos procédés d’immunisation se sont multipliés et perfec- 
tionnés dans le courant de ces derniéres années. 

L’application de l’antigéne sur la peau légerement scarifiée 
est encore la méthode de choix pour la vaccination anlivario- 
lique, malgré ses imperfections et ses dangers. 

L’injection parentérale a le grand avantage de diminuer les 
dangers dinfection et de permettre le dosage de l’antigéne ; 
appliquée avec les précautions nécessaires elle permet d’éviter 
Jes infections secondaires telles qu'on les observe aprés les 
scarifications superficielles. Bien que le nombre des accidents 
soit minime en comparaison de la quantité d'injections prati- 
quées, nous ne voulons pas oublier que les infections graves et 
méme les décés dus & une asepsie insuffisante sont encore & 
Vordre du jour et que le contréle de la stérilité du liquide & 
injecter ne doit jamais étre négligé. 

Besredka est d’avis que, pour obtenir limmunité, l’injection 
sous-cutanée n’est pas la méthode de choix, vu que l’antigéne 
injecté sous la peau n’a qu'une action locale limitée. D’aprés 
lui, Pimmunité est basée sur l’affinité de l’antigeéne pour un 
organe ou pour des cellules déterminées. Ce savant préconise 
l'application superficielle, l’injection en nappe ou lingestion de 
lantigéne. 

Besredka recommande aussi l’emploi de compresses bumides 
d’antivirus, soit sur la peau intacte, soit sur des plaies ouvertes ; 
la vaccinothérapie établie sur ce principe compte de nombreux 
adeptes. Nous savons que l’absorption d’antigéne & travers 


la peau est possible, et que la perméabilité est favorisée par 
Vhumidité. 
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Léwenstein conseille l’application de l’antigéne diphtérique 
sous forme de pommade par frictions répétées sur la peau 
intacte. Son procédé n’a pas encore trouvé beaucoup de parti+ 
sans; quelques expériences effectuées dans notre laboratoire ne 
nous ont pas convaincu de 1’efficacité de sa méthode. 

Les muqueuses sont généralement considérées comme plus 
perméables que Ja peau, tant pour les agents pathogénes que 
pour les antigénes de toute sorte. Citons comme exemple les 
inslillations sur la conjonctive et sur la muqueuse nasale. 
Neufeld a étudié immunisation antipneumococcique par la 
voie nasale. 

Nous ne connaissons pas encore exaciement la voie de péné- 
tration de l’antigéne ingéré par la bouche. Besredka admet 
existence d'une barriére bucco-pharyngo-stomacale; l’absorp- 
tion de bile verte serait capable de neutraliser cette barriére 
et de permettre l’absorption de l’antigéne. La perméabilité de 
la muqueuse inlestinale diminue avec l’dge; Calmette immunise 
le nouveau-né par la voie buccale parce qu’il admet, avec 
Behring, que l’'antigéne pénétre facilement dans l’organisme 
par cette voie. 

Un autre procédé m’occupe depuis un certain temps, c’est 
Vimmunisation par inhalation. 

Les poumons sont capables d’absorber des quantités relati- 
vement grandes de liquide. D’aprés Heubner, 20 cent. cubes 
d’eau introduits dans le poumon d’un lapin de 1 kilogr. 1/2 
sont résorbés en grande partie (86 p. 100) en neuf minutes et 
entigrement en une heure et demie. Peiper réussit & injecter 
250 cent. cubes d’eau dans la trachée d’un chien dans l’espace 
d'une heure par doses successives de 30 4 50 cent. cubes. La 
résorption des substances dissoutes dans le liquide injecté 
s’effectue dans le poumon comme & la surface d’une séreuse et 
non comme dans |’intestin. Wasbutzky a déj& constaté en 1879 
que le curare et la strychnine agissent beaucoup plus rapide- 
ment en injection intrapulmonaire que sous-cutanée. Heubner 
a également observé que le chlorure de calcium pénétrait plus 
rapidement dans le sang par la voie trachéale que par injection 
sous la peau. L’insuline n’est pas résorbée par l’intestin, mais 
par les alvéoles pulmonaires. Facile entre les mains d’un spé- 
cialiste expérimenté, l’injection intratrachéale présente cepen- 
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dant certaines difficultés dans la pratique courante, surtout chez 
les enfants. Le lipiodol a donné lieu & quantité d’applications 
pratiques et & des recherches expérimentales intéressantes. 
H. Roger, L. Binet et Verne ont étudié la lipodiérése, la diges- 
tion intrapulmonaire des graisses au moyen des ferments qui 
n'agissent qu’en présence de l’oxygéne de l’air. Sicard, Fabre et 
Forestier confirment ces données et font remarquer que l’iode 
du lipiodol est plus rapidement dissocié dans le poumon que 
dans les méninges. 

L’inhalation de liquides pulvérisés en fines gouttelettes est 
un procédé thérapeutique trés répandu. Jusqu’ici, on s’en est 
surtout servi pour le traitement d’affections locales de Ja cavité 
buccale et de l'appareil respiratoire, tandis que, & ma connais- 
sance, son application dans le but de faire pénétrer des sub- 
stances actives dans l’organisme par la voie pulmonaire n’est 
pas encore d’usage courant. Les avantages de l’inhalation sont 
cependant multiples. 

Dans une revue trés intéressante sur jla thérapie par inhala- 
tion, Wieland distingue d’une part les gaz et les vapeurs mono- 
phasiques formés de molécules isolées (ammoniaque, anhydride 
sulfureux, chlordforme), d’autre part des goutteletles et des 
fumées en suspension nébuleuse dans l’air et, de ce fait, dipha- 
siques. La concentration de la suspension liquide ou solide est 
limitée afin que l’échange des gaz dans les alvéoles ne soit pas 
entravé. Une suspension de 20 millimétres cubes de liquide par 
litre d’air correspond pour homme adulte X une inhalation de 
0 c.c. 16 par minute; la dose augmente avec la durée de 
Vinhalation. 

D’aprés Rohrer, Ja surface du corps de l’adulte mesure 
3.500 cent. carrés, la surface du parenchyme pulmonaire 
900.000 cent. carrés environ, soit 250 fois plus. L’air inspiré 
atteint au passage du larynx une température de 30° avec 
75 p. 100 de vapeur d'eau; dans les bronches et dans les pou- 
mons, l'air a 37° est saturé d’humidité. Tandis que les grosses 
gouttelettes se déposent déja dans les narines, le pharynx et la 
trachée, les gouttelettes trés fines en suspension dans lair des 
poumons atteignent les alvéoles grace & l'élévation de la tem- 
péralure et a la saturation de la vapeur d'eau. 

La répartition des liquides injectés dans la trachée ou inhalés 
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s’effectue sur une trés grande surface. Le passage de l’antigéne 
ou de toute autre substance & travers les cellules des alvéoles 
pulmonaires a lieu trés rapidement, de sorte que nous pouvons 
admettre que l’absorption et le transport par la voie sanguine 
s effectuentsans difficulté. Il est probable que cette absorption et 
la répartition dans l’organisme sont beaucoup plus uniformes 
et plus rapides que par injection sous-cutanée ou méme intra- 
veineuse. La grande surface du parenchyme pulmonaire favo- 
rise l’'absorption tandis qu’une instillation dans la conjonctive, 
les narines ou méme dans la cavité buccale¢ est trés limitée et, 
de ce fait, moins efficace. | 

D’aprés W. Heubner, qui a consacré d’importants travaux a 
étude de l’inhalation, le pouvoir de pénétration et |’absorption 
de gouttelettes et de poussiéres dépend du diamétre de ces par- 
ticules ; la pénétration jusqu’aux alvéoles pulmonaires n’est 
possible que pour des gouttelettes de 0 millim. 002, soit 2y, et 
au-dessous. 

Nous ne parlerons pas des nombreux essais d’infeclion par 
inhalation; qu’il nous suffise de rappeler les expériences de 
Fligge et de son école, de Behring, Calmette, Chaussé, etc., 
exécutées dans le but de déterminer le réle de |’infection par 
inhalation, et de infection par ingestion dans la tuberculose. 
Nous savons aujourd'hui que |’infection par inhalation réussit 
avec des doses beaucoup plus faibles que l’infection par voie 
buccale. 

La question qui nous occupera dans ce travail, l’immunisa- 
tion par inhalation, n’a pas encore donné lieu & de nombreuses 
recherches de laboratoire. Citons les expériences de Kapralik et 
de von Schrotter sur la tuberculine. Brunzema a fait quelques 
essais d’immunisation contre le pneumocoque; il n’a réussi 
qu’exceplionnellement 4 immuniser les souris par des inhala- 
tions répétées de cultures projetées sous forme de fines goulte- 
lettes. Ch. Nicolle a immunisé contre la peste, Besredka contre 
le pneumocoque en se servant de la voie intratrachéale. 

A. Trillat a communigué le résultat de quelques essais de 
vaccination par inhalation contre le choléra des poules. ll a 
placé les souris en expérience dans un récipient en verre d'une 
contenance de 40 litres et leur a fait respirer une culture de 
choléra des poules en gouttelettes trés fines. 10 & 15 p. 100 des 
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souris ont présenté une immunité contre le bacille virulent. 
L’auteur a amélioré ses résultats jusqu’au 60 a 80 p. 100 en 
répétant les inhalations et en prolongeant la durée d’exposi- 
tion. 

Avant d’entreprendre mes expériences, J'ai cherché & me 
procurer un appareil assurant la projection de gouttelettes trés 
fines, les appareils généralement en usage ne répondant pas a 
eette condition primordiale. L’année derniére, j’ai trouvé a 
Paris un nébuleur (Nébuleur Diastello, Maison Vaast, place de 
!'Odéon, Paris) qui m’a donné satisfaction. 

Ce petit appareil, tout en verre, permet la projection de trés 
fines gouttelettes au moyen d’un ballon de caoutchouc. Grace a 
la précieuse collaboration de M. le professeur Scherrer, profes- 
seur de physique & l|'Ecole polytechnique fédérale & Zurich, et 
de son assistant, j'ai réussi & améliorer l'appareil et ale relier a 
une pompe a eau sous pression. De cette facon, la manipulation 
a 61é simplifiée et la pulvérisation plus réguliére. 

Les expériences que nous allons relater ont toutes été effec- 
tuées avec le méme appareil. Les animaux — cobayes et souris 
blanches — étaient placés dans une caisse vitrée avec cadre et 
fond métallique. Une vitre percée permettait de placer le nébu- 
leur de facon a répartir les gouttelettes uniformément & |’inté- 
rieur de la boite. La boite de verre mesure 40 centimétres sur 
chaque cété; elle a une contenance de 64 litres. J’ai fait placer 
a son tiers inférieur une plaque de tole légérement inclinée 
avec un orifice central pour l’écoulement de l’urine et deux 
plaques de téle verticales dans le but d’éviter autant que pos- 
sible les angles morts. De cette fagon, la distribution des gout- 
telettes 4 Vintérieur était plus uniforme. 

Les cobayes pouvaient se mouvoir librement dans l’intérieur 
de la boite; un treillis placé prés de Vembouchure du pulvéri- 
sateur devait empécher l’absorption direcle des gouttelettes par 
la voie buccale. Ce procédé d’inhalation est bien simple; il est 
passible de perfectionnements surtout en vue d’obtenir un 
meilleur rendement de l’inhalation. 

La durée d’exposition varia entre deux et quatre heures, 
elle a été en moyenne de trois heures. Nous avons souvent 
exposé les mémes animaux le matin et l’aprés-midi; entre 
temps nous les gardions & l’écurie. 
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L’Institut Pasteur de Paris m’a fourni trés obligeamment la 
toxine, l’anatoxine et l’antitoxine diphtérique et tétanique qui 
ont servi & mes expériences; je tiens & lui en exprimer toute ma 
reconnaissance. J’adresse aussi mes sincéres remerciements 2 
M. le D' Ramon, qui a bien voulu se charger de m’approvisionner 
a maintes reprises et qui a toujours été d’une grande préve- 
nance a mon égard. 

Nous indiquons dans nos tableaux la quantité de liquide pul- 
vérisé en gouttelettes, mais il ne nous est pas possible de déter- 
miner la quantité ‘de liquide aspiré par chaque animal d’expé- 
rience. L’effet des inhalations est fonction de la concentration 
des gouttelettes et de la durée de l'inhalation, probablement 
aussi de la température et du degré hygrométrique de l’air 
ambiant. 

Les cobayes et les souris ont bien supporté l’inhalation. 
Nous n’avons eu que peu de décés a enregistrer. Nous avons 
contrélé le poids de nos animaux afin d’éliminer ceux qui 
diminuaient de poids au cours des inhalations, quitte a les 
réintégrer plus tard. 

Au cours de nos expériences nous avons varié les quantités 
de liquide pulvérisé, le nombre des séances, l’intervalle entre 
la premiére inhalation et l’injection d’épreuve et les doses de 
toxine 4 injecler. 

Les expériences ont été effectuées durant les mois de juin 
& novembre 1933 dans un laboratoire de l'Institut d’Hygiéne. 
Il est possible que les gouttelettes se maintiennent plus ou 
moins longtemps dans lair suivant la température du milieu 
ambiant et aussi suivant la durée des pulvérisations. Pendant 
la saison froide le laboratoire a été chanffé; il m’a paru que les 
gouttelettes se condensent plus rapidement en hiver qu’en été. 


1. ExpéRIENCES SUR LA DIPHTERIE. 


Pour l’immunisation des cobayes je me suis servi exclusi- 
vement d’anatoxine diphtérique, titrant 26 unités Ramon. 

Il n’est pas possible de déterminer d’une fagon méme approxi- 
mative la quantilé de liquide inhalé. Au début, nous proje- 
tions 1 c.c. 5 a3. c. 5, plus tard, la dose a été augmentée 
jusqu’a 7c. c. 5 et 9 cent. cubes par demi-journée et par 
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séance. Les animaux d’expérience, dont le nombre a varié entre 
4 et 12, étaient placés dans la boite de verre. Les cobayes 
soumis 4 l’inhalation pesaient 250 & 300 grammes au début; la 
plupart ont augmenté de poids, de sorte que, lors de l’épreuve, 
quelques animaux pesaient jusqu’a 350 4 370 grammes. Je vais 
résumer nos expériences : 


Premigre skriz. — Au début, l’anatoxine a été projelée au moyen d’un 
ballon de caoutchouc a raison de 0 c.c.2 4 0c. c. 8 d’anatoxine par dix 
minutes. L’intervalle entre deux pulvérisations variait entre vingt et cin- 
quante minutes. Pour les derniéres inhalations, je me suis servi de la pompe 
A eau; ce perfectionnement permet une projection plus constante et plus 
rapide. 

Les premiers cobayes ont été exposés a 14 inhalations du 15 juin au 
4 juillet, presque tous les jours sauf les dimanches. L’injection d’épreuve a 
eu lieu le 17 juillet, soit trente-deux jours aprés la premiére inhalation. 
Afin de déterminer le degré dimmunilé, nous avons injecté des doses de 
toxine diphtérique variant entre 41/10.000 et 1/20 de centimétre cube, la dose 
mortelle minima étant un peu au-dessus de 1/10.000. Les 2 cobayes, le 
témoin et l’animal soumis aux inhalations, qui ont regu une injection intra- 
cutanée de 1/40.000, ont résisté, le témoin avec une escarre; les autres 
témoins sont morts : avec 1/1.000 le cinquiéme jour, avec 5/1.000 dans la nuit 
du premier au deuxiéme jour et avec 1/20 de centimétre cube de toxine en 
moins de vingt heures. Tous les animaux traités par les inhalations ont pré- 
senté une résistance manifeste. L’animal traité qui a recu 1/20 de toxine 
survit vingt-six jours, celui qui a été éprouvé avec 5/1.000 survit définitive- 
ment et le cobaye éprouvé avec 1/1.000 meurt le onziéme jour. 2 cobayes 
qui avaient résisté 4 la dose mortelle pour le témoin sont morts aprés trois 
semaines; leur décés est probablement du a une vaste escarre qui s’était 
développée au point d’injection de la toxine. 


Devuxtkue sérig. — Les pulvérisations ont eu lieu du 13 juillet au 4 aout, la 
quantité d’anatoxine projetée au moyen de la pompe a eau varia entre 
3 cent. cubes et 5 c. c. 5 a raison de trois projections par séance a intervalles 
dune heure environ. L’injection d’épreuve a eu lieu le 15 aott. Les animaux 
de cette série ont inhalé onze, six et cing fois, la quantité de liquide pro- 
jetée a varié entre 13 c.c. 5 et 41 cent. cubes. L’intervalle entre la premiére 
inhalation et l'injection d’épreuve a éLé de vingt a cinquante jours. Linjection 
d’épreuve de 1/40 de centimétre cube de toxine, soit une dose de plus de cent 
fois mortelle, a tué l'animal témoin en vingt heures, tandis que les cobayes 
a6 et a 11 inhalations sont morts avec un retard de dix et de vingt-quatre 
heures. Le témoin a 1/50 de centimétre cube de toxine meurt également en 
moins de vingt heures, tandis que des 3 cobayes traités deux résistent défi- 
nitivement; le troisiéme, quia inhalé l’anatoxine au mois de juin, meurt dans 
la nuit du treiziéme jour avec une grande escarre. Avec 1/200 de centimétre 
cube, le cobaye témoin meurt en quarante-cing heures, un deuxiéme avec 
5 inhalations en cinquante-quatre heures, tandis qu’un troisiéme cobaye, qui 
a inhalé six fois, survit vingt et un jours et meurt d'un abcés qui s'est déve- 
loppé accidentellement 4 la nuque. Nous avons injecté le 19 aout une émul- 
sion de culture de bacilles virulents. Les 2 cobayes témoins sont morts en 
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moins de quarante-cing heures, 1 cobaye soumis & une seule inhalation 
meurt en méme temps, tandis que 2 cobayes qui ont inhalé cing a six fois 
ont survécu. 

J'ai inoculé en méme temps 2 cobayes qui avaient recu une injection sous- 
cutanée de 0 c. c.5 et de 1 cent. cube d’anatoxine six jours avant l'’épreuve ; 
les 2 animaux sont morls en méme temps que les témoins, comme il fallait 
s’y attendre, immunisation ne se produisant pas si vite. Un troisiéme 
cobaye, injecté en méme temps que les deux précédents, et éprouvé apres 
quarante-sept jours, survit. 


TasBLEAU 1 a. — Injection préventive d’anatoxine diphtérique. 


INJECTION 
‘ , INJECTION 
NUMERO sous-cutanée INTERVALLE d'épreuve 


danatoxine en cent. cube 
du cobaye en cent. cube en jours de toxine 
le 15 aotit ; 


RESULTAT 


4/200 45h. 


+ 
4/200 -- en moins de 20h. 
4/200 Survit. 


TRoIsinME sériz. — Dans celle série nous avons éprouvé des animaux qui 
ont inhalé du 13 au 24 juillet et d'autres du 5 au 16 septembre. L’injection 
d’épreuve a eu lieu le 25 septembre. L’intervalle entre les premiéres inhala- 
lions et linjeclion varia entre seize et soixante-quatorze jours. Les résultats 
peuvent se résumer comme suit : 

Les témoins avec 1/40 et 1/400 de centimétre cube de toxine meurent 
dans l’espace de vingt-huit & quarante-cing heures, les 3 cobayes préparés 
avec 6 a 11 inhalalions avec une quantité totale variant entre vingt et un el 
80 cent. cubes d’anatoxine ont survécu. L’un est mort aprés vingt-six jours 
d’une maladie intercurrente. Sur 3 animaux soumis a l’injection de 1/100 de 
centimétre cube de toxine l'un est mort de pneumonie, l'autre le seiziéme 
jour sans symptémes de diphtérie, tandis que le troisieme a survécu. Sur 
4 cobayes éprouyés avec une émulsion de culture virulente l'un avec 11 inha- 
lations a survécu, un deuxiéme avec 7 inhalations est mort en vingt el un 
jours avec une large escarre accompagnée d’ulcération, les 2 autres avec 
3 et 3 inhalations sont morts dix 4 vingt-quatre heures apres le témoin. 
Liimmunité est spécifique; 2 cobayes qui avaient été immunisés et éprouvés 
contre la toxine tétanique sont morts en méme temps que les témoins aprés 


une injection de toxine diphtérique. 


Les trois séries d’expériences résumées ci-dessus ont 
fourni un résultat nettement positif. Il est possible d’immu- 
niser des cobayes au moyen d’inhalations d’anatoxine diphté- 
rique. La dose et le nombre des inhalations paraissent jouer un 
certain réle. Une seule inhalation n’a pas suffi, un autre 
cobaye avec trois inhalalions est mort quelques heures aprés le 
témoin, tandis que tous les animaux qui ont été exposés a un 
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plus grand nombre d’inhalations ont résisté. Les animaux ont 
supporté de fortes doses de toxine. Avec une dose d’épreuve 
de 1/10 de centimatre cube, soit plus de cent fois la dose mor- 
telle, les animaux traités ont succombé, mais, méme avec ces 
fortes doses, nous avons pu constater un retard sur les témoins 
non traités. Les cobayes sont restés en observation trente jours 
apres l’injection d’épreuve. Parmi les animaux morts de dix a 
vingt jours et davantage aprés l’épreuve, les uns ont succombé 
4 une large escarre partant du point d’inoculation de la toxine, 
les autres sont morts d’abcés ou d’une autre affection inter- 
currente de nature non diphtérique. 


2. IMMUNISATION CONTRE LE TETANOS, 


Les inhalations ont été effectuées dans le méme appareil et 
dans les mémes conditions. Nous avons exposé des cobayes 
et des souris aux inhalations d’anatoxine tétanique non 
diluée. 


PremeéreE Série. — Les inhalations ont duré du 17 au 28 aout. Le nombre 
des inhalations varia entre 3 et 7 et la quantité d’anatoxine pulvérisée entre 
40 et 25 cent. cubes. L’intervalle entre le début des inhalations et l’injection 
dépreuve n’étail que de treize jours. Avec 41/100 de cent. cuhe de toxine, 
le témoin meurt dans l’espace de vingt-cing heures, le cobaye soumis a 
7 inhalations survit. Avec 1/500 de centimétre cube, le témoin meurt en moins 
de quarante-deux heures, un cobaye a 3 inhalations meurt en méme temps, 
tandis qu’un autre cobaye 4 7 inhalations meurt au bout de trois jours. Avec 
une émulsion de culture télanique, le témoin meurt en vingt-sept heures, le 
cobaye qui a inhalé sept fois présente un tétanos a partir du deuxiéme jour, 
mais ne meurt que le seizitme jour, soit avec une survie de quinze jours. 

Dans une DEUXIEVE Série d’expériences nous avons augmenlté le nombre des 
inhalations et la quantité d’anatoxine projetée. Un cobaye témoin meurt en 
moins de quarante heures avec 41/50 de toxine, 3 cobayes a 6, 10 et 12 inha- 
lations survivent. 3 autres cobayes sont éprouvés avec 1/300 de toxine téta- 
nique; le témoin meurt dans l’espace de soixante heures, un cobaye avec 
40 inhalations meurt avant le témoin (cause inconnue), tandis que les deux 
autres, qui ont regu 6 et7 inhalations, survivent sans symptomes. Le témoin 
qui arecu une émulsion de culture meurt en deux jours et demi, 2 cobayes 
a 6 inhalations meurent 4 peu prés en méme temps, tandis que les 2 autres 
qui ont inhalé sept et douze fois survivent définitivement. 


Les expériences sur les sourts ont été moins concluantes. 
Dans la premiére série les deux souris qui ont regu 1/100 de 
centimétre cube de toxine sont mortes en méme temps que le 
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témoin, celles avec 1/500 ont présenté une survie de deux trois 
jours. Sur 3 souris exposées a 7 inhalations, 2 sont mortes 


avant le témoin, et une asurvécu un jour. 


NUMERO DU COBAYE 


INHALATIONS (4) 


Avant | Aprés 


TasteaAu III. — Immunisation 
par inhalation d’antitoxine diphtérique. 


SERUM PROJETE (2) 
en cent. cubes 


| | ssn 
CRO ES 


INJECTION D’EPREUVE 


25 septembre. 


1/400 cent. cube de toxine. 
4/400 cent. cube de toxine. 
1/400 cent. cube de toxine. 
4/400 cent. cube de toxine. 
1/400 cent. cube de toxine. 


1/100 cent. cube de toxine. 


RESULTAT 


Survit. 
Survit. 
+ 45 j. (3). 
Seer tle 
+ 42 h. 


Survit (3). 


» + 28 h. 


3 Culture de bacilles Survit. 
3 t Culture de bacilles diphtériques.|Survit. 
3 45 |Culture de bacilles diphtériques.|-+ 9 j. 

3 : Culture de bacilles diphtériques.}Survit. 
diphtériques.|-+ 40 h. 


diphtériques. 


3 
1 


Témoin. Culture de bacilles environ. 


§ novembre. 
4/50 cent. cube de toxine. 
4/50 cent. cube de toxine. 


Survit. 
= 2:0) hi. 


Survit. 
wOnp ele: 
+ 70 h. 


1/500 cent. cube de toxine. 
ten cent. cube de toxine. 
4 


Témoin. 500 cent. cube de toxine. 


(1) Nombre d’inhalations de sérum antitoxique avant et apras l'injection d’épreuve. 
(2) Quantité totale de sérum projeté en centimétres cubes. 
(3) Grande escarre. 


I] est possible que les souris placées trés prés du fond de la 
boite n’aient pas inhalé, toutes proportions gardées, autant 
d’anatoxine que les cobayes. Nous devons enregistrer quelques 
insuccés chez les cobayes provenant peut-étre de l’imper- 
fection de notre technique, peut-étre aussi de différences de 
réactions individuelles. 

Bien que les inhalations d’anatoxine tétanique ne nous 
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aient pas fourni un résultat aussi net que les précédentes avec 
l’anatoxine diphtérique, nous pouvons cependant conclure que, 


Tasteau IV. — Immunisation par inhalation d’antitoxine tétanique. 


INRALATIONS (4) 
INJECTION D'EPREUVE RESULTAT 


Avant 


en cent. cubes 


Aprés 


NUMERO DU COBAYE 
| SERUM PROJETE (2) 


30 aout. 

. cube de toxine. 
. cube de toxine. 
. cube de toxine. 


+ 48 h. 
Survit (3). 
+ 95 h. 


. cube de toxine. 
. cube de toxine. 
. cube de toxine. 
. cube de toxine. 


Survit (3). 
Survit (3). 
+ 64 h. environ. 
+ 64 h. environ. 


. oube de toxine. |+ 40 h. environ. 


Culture de bacilles tétaniques. 


Survit (3). 
Culture de bacilles tétaniques. 


Survit (3). 

+ 40 h. environ. 
+ 40 h. environ. 
ap OS) 1h. 


Culture de bacilles tétaniques. 
Culture de bacilles tétaniques. 
Culture de bacilles tétaniques. 


46 octobre. 
1/50 cent. cube de toxine. 
1/50 cent. cube de toxine. 
1/50 cent. cube de loxine. 
4/50 cent. cube de toxine. 


h. environ. 
h. environ. 


41/500 cent. cube de toxine. 
1/500 cent. cube de toxine. 
4/500 cent. cube de toxine. 


D> o> ct 
& & OF 


Culture de bacilles tétaniques. 
Culture de bacilles tétaniques. 
Culture de bacilles tétaniques. 


oS 


0 


ee | BRE] oP-F-EP 


Of Ot ~3 
ot @ po 
=r 


Témoin. . environ. 


(1) Nombre d’inhalations avant et aprés l’injection d’épreuve. 

(2) Quantité totale de sérum projeté en centimétres cubes. 

(3) Symptémes de tétanos grave. 1 ae} 

(4) 30 septembre, 2 octobre, 3 octobre, 4 octobre, 16 octobre. Les inhalations d’anti- 
toxine ont été espacées. 


dans la majorité des cas, il a été possible d’immuniser le 
cobaye contre une dose considérable de toxine ou de culture 
tétanique. D’aprés nos expériences, l’immunité vis-a-vis de la 
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culture est plus difficile & obtenir que vis-a-vis de la toxine 
tétanique. 


Tastzau IV a. — Inhalation d’antitoxine tétanique chez la souris. 


INHALATIONS (1) INJECTION 


d’épreuve RKESULTAT 
en cent. cube 


de toxine 
SY 


1/100 
4/100 
Témoin. 4/400 


4/500 
4/500 
4/500 
4/500 
4/500 
Témoin. 4/500 
Témoin. 1/500 


Ct ol ad oes » 


a 
We DO RE & COR 

~~ 

oe 


es es 


(1) Nombre d'inhalations avant et aprés |’injection d’épreuve. 
(2) Tétanos grave. 


En diminuant lintervalle entre linhalation et linjeclion 
d'épreuve, nous avons pu constater que l’immunité est déja 
trés nette treize et méme onze jours aprés la premiére inha- 
lation d’anatoxine. D’aprés ces résultats, l'immunité s’obtient 
plus rapidement par inhalation que par injection sous- 
cutanée. Des expériences comparatives sont nécessaires pour 
élucider définitivement ce point important. 


3. IMMUNISATION PAR L’ANTITOXINE DIPHTERIQUE. 


Nous avons essayé d’immuniser des cobayes avant l'injection 
d’épreuve (inhalation prophylactique), et, d’autre part, nous 
avons inoculé la toxine avant l’inhalation d’antitoxine (inha- 
lation thérapeutique). 


PREMIERE SERIE (25 septembre). — Les inhalations prophylactiques ont eu lieu 
les 22, 23 et 25 septembre, les inhalations thérapeutiques le 25 septembre, 
une demi-heure aprés l'injection de toxine, le 26 et le 27 septembre. 

Avec 1/400 de centimetre cube de loxine, 2.témoins meurent en vingt-cing 
et en moins de quarante-deux heures, un cobaye avec 3 inhalations prophy- 


ESSAIS D'IMMUNISATION PAR INHALATION 705 


lactiques (24 cent. cubes de sérum) survit, 3 autres cobayes qui ont été 
exposés 4 3 inhalations aprés l’inoculation de toxine survivent; l'un meurt 
aprés quinze jours avecun ulcére aupoint d'inoculation, les 2 autres survivent 
définitivement. Le cobaye témoin qui recoit 1/100 de centimatre cube de 
toxine meurtenvingt-huit heures, le cobaye exposé & 3 inhalations avant et a 
# inhalations aprés linjection survit avec une grande escarre. Avec la cul- 
ture de bacilies virulents, le témoin meurt en moins de quarante-deux 
heures, un cobaye avec 3 inhalations prophylactiques et un autre cobaye 
avec une inhalation avant et 3 aprés l’injection d’épreuve survivent; 2 autres 
cobayes soumis aux inhalations aprés l’injection de culture survivent, l'un 
neuf jours et l’autre définitivement en présentant une escarre. 


Deuxiime skate (8 novembre). — Le témoin qui recoit 1/50 de centimetre 
cube de toxine meurt en vingt heures; un cobaye soumis Aa 3 inhalations 
avant et a 4 inhalations aprés l’injection d’épreuve survit. Le témoin avec 
4/300 de toxine meurt en soixante-dix heures, le cobaye soumis 4 3 inha- 
lations avant l'injection survit,fun autre cobaye qui a inhalé quatre fois aprés 
Yinjection meurt dans la nuit du sixieme jour, soit quatre jours apres le 
témoin. 


Ces expériences, répétées en deux séries, ont fourni un 
résultat nettement positif. Il est possible d’immuniser le cobaye 
contre une dose dix 4 vingt fois mortelle de toxine diphtérique 
et contre le bacille virulent. Il est également possible de sauver 
les cobayes au moyen d'inhalations thérapeutiques d’anti- 
toxine administrées aprés |’injection d’épreuve & condition de 
n’attendre pas trop Jongtemps et de faire inhaler des doses suf- 
fisantes. 


4, ANTITOXINE TETANIQUE. 


PreMizRE séRIg. — Avec 1/100 de centimétre cube de toxine, le cobaye témoin 
meurt en vingt-cing heures, un cobaye qui a inhalé une fois avant et deux 
fois aprés Vinjection meurt vingt-trois heures plus tard, tandis que le cobaye 
qui a été exposé aux inhalations trois fois avant et deux fois aprés l’injection 
survit, tout en présentant pendant plusieurs jours des symptoémes de tétanos 
trés grave. Avec 1/500 de toxine, le cobaye témoin meurt en moins de qua- 
rante-cing heures, 2 cobayes traités avec 3 et 4 inhalations avant et 2 inhala- 
tions aprés linjection survivent, présentant tous deux pendant longtemps 
des syrnptomes de tétanos. 2 autres cobayes qui ont inhalé trois fois meurent 
de tétanos vingt-quatre heures aprés le témoin. Avec la culture télanique, 
le témoin meurt en vingt-huit heures, 2 cobayes qui ont inhalé trois et quatre 
fois avant et deux et trois fois aprés survivent avec des symptomes de tétanos 
trés grave, tandis que les 2 cobayes qui ont inhalé aprés linoculation (inha- 
lations thérapeutiques) meurent environ quinze heures aprés le témoin. 


Deuxiime série (18 octobre). — Dans cette série, les résultats ont été moins 
nels parce que nous avons diminué le nombre des inhalations. 1 cobaye 
avec 1 inhalation prophylactique, 4 autre cobaye avec 2 inhalations prophy - 
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lactiques et un troisitme cobaye exposé avant et aprés l'inoculation d’épreuve 
de 1/30 de centimétre cube de toxine tétanique sont tous morts en quarante 
heures. 

Avec 1/500 de centimétre cube de toxine, les résultats n’ont pas été satis- 
faisants, seuls 2 cobayes éprouvés avec une culture tétanique ont présenté 
une survie de dix-huit heures et de trois jours sur le témoin. 


EXPERIENCES SUR LA SOURIS. — 2 Souris qui ont inhalé trois fois avant l’injec- 
tion de 1/100 de centimétre cube de toxine ont présenté une survie de deux 
jours et. demi et de trois jours sur les témoins. La souris témoin qui a regu 
1/500 de centimétre cube de toxine meurt le cinquiéme jour, une souris 
avec 2 inhalations avant et 3 inhalations aprés l’injection survit jusqu’au 
vingt-huitiéme jour avec un tétanos trés grave. Avec la culture de bacilles 
tétaniques, la souris témoin meurt en vingt-huit heures, 2 souris qui ont 
inhalé une fois avant et trois fois apres linoculation, survivent quatorze et 
vingt-huit heures. 


Comme pour l’anatoxine, les expériences que nous ayons 
effectuées avec l’antitoxine télanique ne nous ont pas fourni de 
résultats aussi nettement posilifs que pour la diphtérie. Nous 
pouvons néanmoins conclure que nous avons réussi & immu- 
niser contre le tétanos au moyen d’inhalations dantitoxine. 
Nos expériences ont été trés intéressantes en ce sens que nous 
avons pu observer l’action thérapeutique de l’antitoxine antité- 
tanique. Quelques-uns de nos animaux ont présenté des symp- 
tomes tétaniques qui ont diminué grace 4 la répétition des 
inhalations d’antitoxine. Nous avons eu l'occasion d’observer 
des cobayes et des souris tétaniques pendant plus de quinze 
jours qui se sont remis petit a petit, fait qui ne s’est jamais 
présenté chez les animaux témoins. 

J’ajoute 4 cette description quatre tableaux résumant toutes 
mes expériences. Il s’agit, bien entendu, d’expériences prélimi- 
naires; les résultats obtenus me paraissent encourageants. La 
question de l’immunisation par inhalation n’a pas seulement 
un intérét théorique; dans bien des cas, on pourra avoir recours 
a ce procédé dans un but prophylactique ou thérapeutique. Je 
crois que nous pouvons dés maintenant recommander les inha- 
lations d’antitoxine dans des cas graves de tétanos et de diph- 
(érie. Il reste encore mainte question & élucider; nous ne savons 
pas encore si l’'inhalation d’anatoxine est capable de procurer 
une immunité durable. La question de l’anaphylaxie sérique 


par la voie pulmonaire fera l’objet de recherches ulté- 
rieures. 
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CoNncLUSIONS. 


1° Il est possible d’immuniser au moyen d’inhalations 
répétées d’anatoxine Ramon contre la toxine diphtérique, 
contre la toxine tétanique et contre les cultures virulentes de 
bacilles diphtériques et de bacilles tétaniques. 

2° Liimmunité obtenue par inhalation d’anatoxine s’établit 
assez rapidement et a déja été manifeste onze a treize jours 
apres la premiére inhalation pour le téltanos et au bout de seize 
jours pour la diphtérie. Les animaux éprouvés avant cet inter- 
valle n'ont pas résisté. 

3° Pour obtenir une immunité contre une dose sirement 
mortelle, il est indispensable, d@’aprés nos expériences, de faire 
inhaler 4 plusieurs reprises l’anatoxine diphtérique ou téta- 
nique. Ces inhalations répétées ont été bien tolérées par les 
animaux. Le degré d’immunité dépend du nombre des inhala- 
tions et de la quantité d’antigéne inhalé. 

La durée de l’immunité par inhalations répétées a été jusqu’ici 
de deux mois au moins pour la diphtérie. 

4° Nous avons également réussi 4 immuniser nos animaux 
d’expériences au moyen d’inhalations de sérum antitoxique. Les 
résultats les plus favorables ont été obtenus par inhalations 
prophylactiques répétées, effectuées avant l’injection d’épreuve. 
L’immunité est d’autant plus netie que l inhalation d’antitoxine 
est plus rapprochée de Vinjection d’épreuve. L’application 
thérapeutique de |’antitoxine, c’est-a-dire l’inhalation effectuée 
apres Vinjection de toxine ou de culture virulente, nous a 
fourni des résultats encourageants. Il est indispensable de 
commencer |'inhalation trés peu de temps aprés l’injection 
d’épreuve. Les meilleurs résultats ont été obtenus lorsque les 
animaux sont soumis aux inhalations d’antitoxine avant et 
aprés linjection d’épreuve. 

Des recherches ullérieures nous renseigneront sur la possi- 
bilité d'immuniser contre d'autres microbes pathogénes et 
d’appliquer cette méthode a la chimiothérapie. 

Nous pouvons espérer dés maintenant que l’inhalation sera 
appelée a jouer un role utile dans la prophylaxie et dans la 


thérapie. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 


A VINSTITUT PASTEUR EN 1933 


par Jutes VIALA. 


Ce rapport, établi suivant le plan fixé par la Conférence inter- 
nationale de la Rage, ne concerne que l’année 1933. 

1° Personnes traitées : 

443 personnes ont été admises & suivre le traitement anti- 
rabique. 

2° Méthode de traitement : 

Emulsions de moelles de lapins, desséchées de deux a cing 
jours & 22° et conservées en glycérine neutre, dans un appareil 
frigorifique (+ 3°). 

Les inoculations sont pratiquées journellement, pendant 
quinze, dix-huit, vingt et un ou vingt-cing jours, suivant la 
gravité des cas. 

Voici le schéma des injections antirabiques : 


GE KOI oe Al aie oom eee wee Moelle de 3 jours (3 cent. cubes). 
Oem  esiices ic), etic a Map oto tos 1s . _ 5 — _— 

Se a Pema ers foe co) fotos sae fof sik a8 — 4 — = 

IN eh ol ee een ea —_ 4 — — 

AS aoa ceed a a ea — 3 — — 
GOMMMa— a pete ci toon ge esa apse — 3 — — 

GI ree Icy ae eR he Oh ar — 4 — _ 
SOMMER Ct ah tots. ssodteh to acpte “toe _ 3 — — 

cM aig erate i oye — 2 — = 

A CMB Bren eel ey 4a) ered) ons) greg vo — 3 = — 

SOE a ten Ses togneh Piacoa coe Caer — 3 — 
OL Mee Shon pee ere eens — 2 — — 

WD Speein—= sa Pa neha fe sas fis) Mes: en oh 08s — 3 0 — 

We Oia Pe, Dee io) aca ee tee — 3 = — 

NO SEES oh aplec, Aerie) oma Lower — 2 — 

WGI AYNEWP 0) <e. & o, ey Fo oe cance Moelle de 4 jours (3 cent. cubes). 
aks Se Se Oe emeh oe a aeOneR oS _ 3 — —_ 

GS a ee eee re eae _ 2— — 

OSM OUMa mua s cuny) Ge ceo lee Moelle de 3 jours (3 cent. cubes). 
SG (> BS Ui ee pecaver gs — 3 — 
OCR earn eve Mele coche = —.2— = 


Annales de l'Instilut Pasteur, t. LI], n° 6, 1934. 47 


7410 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 
PY AEM KO) Upericie ee Gare BS so. Moelle de 3 jours (3 cent. cubes). 
Q3608 ae att eG Bote eee —- 3— = 
DLO en. oR 5, eo ee — 2— — 
208 eB cy cr os) ae tae ere — 2 — = 


3° Répartition des personnes, d’aprés le territowre sur lequel 
elles ont été mordues : 


France eoa' a a iS eigen ee PROS cst 439 
Alleniagneses oh es Ah si a eee aici nee tar cee 4 
Espagne. 7% «4. 2 eth ile a coh. ere Uo ee trate 4 
Suisse@s <s\c''s 30672 ce a ke oe Gh ee Sac a ee ee 2 
4° Daprés Vespéce de [animal mordeur : 
Chiens de propriétaires connus. . . . .. 2% =. 2. wile 483 
Chienserrants:. .. 7.2 cect) cor ee od sea eo ee 153 
Ghats, Sais 0c) Ge opie tga shoal ee Gc Ae ia ae ea 92 
RUMINANES isi, Bice: oe wyke ef Seow ee eee eee 3 
Autres: animaux “Ses doh beth eee a 42 


5° D’apreés les preuves de rage chez animal mordeur : 


Catégorie A: Rage controélée expérimentalement (1) .... 41 
Catégorie B : Rage diagnostiquée par examen vétérinaire. . 122 
Catégorie (Gs Suspicionsde rage eran 280 


6° D’aprés le caractére des morsures : 


Profondes’. 63s .e Gu a eos Oe eee ee 370 
Superficielles: ic. aes-vdie ae cee ee ee 73 


T° Interposition des vétements : 


Sur. la Pe aumue ee aceasta eee ee 326 
A. travers le: vétements..,.. % « smvouctonien oe en ree ee ea 4AT 


T Obi a does. Sider Gel caw seen), 5 eee en Sm 36 
Menibres superieurs.c-m.t. sus) see ee 324 
TrOnG 4 <5. 50> ARS ese Al ae ee ee ee ee o 
Membres inférieurs:. s,s =o = eee eee ee 81 


(1) Les centres nerveux des animaux mordeurs sont aussi examinés au 
Laboratoire national des Recherches vétérinaires d’Alfort, et les résultats 


sont transmis 4 notre service. 
(2) Pour les morsures multiples on indique uniquement le siége de la plus 


dangereuse. 


pein db cto 
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0 ” \ ¥ - . i ne . 
3° D'aprés le nombre de jours écoulés entre Ta morsure et Le 


traitement : 


0a 4 jours 
3 a 7 jours 
8 a 14 jours 
15 & 21 jours: 


10° Autres renseignements : 


Répartition par départements des 439 personnes traitées 
mordues en France. 
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OA OES eo ea ee 4 
Maine-et-Loire......... 2 
Mam Cie Aree ee oe else OE | 
WANTED he Gene, Came Stier a ial: Ot 2 
WHCOSe SS ee ee Ge 3 
Mosbplrantses pee ee fees ee 7 
Masel: cose. 5. Se {i 
INTGNMOS aia ioSt bane creek ge % 
INGRG beeen dea ce A at onl oI 
OlSewe wee te ee 6 
Pas-de-Calais, 30 4, «cee cone 6 f 
Piny- deal) OMiess.. (as eee 17 
Sadne (Mauter}). 2... 2. ut 
Saithepem wie. amie eee a: 9 
SAVOMC Ree tote tarda, Aw Saxe more 2 
SUC Geren. ater (A hte ieee ee 483 
SeimezeteMarnet:. ous. se4) ae 9) 
Seine-et-Oise. ......... Sule 
Seine-Inférieure ........ 30 
sevres! (Denx=)i, . . 505 2s 2 
Ke SOMMMC TO Caeseoeece Ohl Oper 4 
NEV Ro-nc 15 ey ee . 4 
SVE TING Wes, en hs rosso ak ok ash f 
WORM, tame Mette eke Gene tates 6 


Le tableau de la page suivante imdique les résultats généraux 
des vaccinations depuis l’origine. , 

Depuis 1941, l'Institut Pasteur a adopté la méthode de con- 
servation en glycérine des moelles attémuées, introduite dans 


la pratique par A. Calmette. 


On se sert de pots-bans d’une contenance de 50 cent. cubes. 
Dans chacun, on verse 25 cent. cubes de glycérine neutre 


3 30” BY. 
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PERSONNES MORTALITE P PERSONNES RT MORTALITE 
? MORESO ie. 100 ANNBE |) “Grsitecs. > fe pee 


SANE traitées 


4914 341 
41912 395 
1913 330 
1914 373 
1915 654 
1916 . 388 
1947 543 
1918 .803 
1919 813 
1920 126 
1924 998 
1922 154 
1923 127 
1924 164 
1925 782 
1926 634 
4927 639 
1928 671 
4929 542 
1930 589 
1931 531 
4932 561 
NERS: 443 


1886 
1887 
1888 
4889 
1890 
1891, 
4892 
1893 
1894 
4895 
1896 
{897 
1898 
1899 
41900 
4901 
4902 
4903 
1904 
1905 
4906 
1907 
1908 
1909 
1910 
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On stérilise & 120°, pendant vingt minutes. 

On laisse refroidir et on introduit dans chaque pot-ban 
quelques fragments de moelles préalablement desséchées 
dans un flacon de potasse, d’aprés la méthode initiale de 
Pasteur. 

On conserve ces pots-bans a la glaciére aux environs de + 3°. 

Pour éviter teute infection, on saigne les lapins dés que la 
paralysie des trains postérieur et antérieur est compléte et on 
extrait immédiatement la moelle par la méthode d’Oshida, au 
moyen d’un mandrin métallique nickelé, stérile. 

On n'utilise, pour la vaccination des personnes mordues, que 
des moelles ayant séjourné moins de vingt jours en glycérine, 
l'expérience ayant démontré que le degré d’atténuation de chaque 
moelle n'est pas sensiblement modifié pendant les vingt pre- 
miers jours. Chaque sujet en traitement recoit environ, journel- 
lement, 243 millimétres de moelle triturée dans 3 centimatres 
cubes d'eau distillée stérilisée. 

Le virus fixe de passage actuellement utilisé est le méme que 
celui dont on s’est toujours servi depuis la création du service 
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de vaccinations’ antirabiques, d’abord rue d’Ulm, et ensuite (a 
partir de 1888) & l'Institut Pasteur. 

Il convient de signaler que, depuis le 19 aowt 1911, les ino- 
culations de passage du virus fixe sont toujours effectuées, non 
plus avec le bulbe frais de lapin rabique, mais avec le bulbe 
conservé depuis au moins quarante-huit heures en glycérine & 
la glaciére. 

Depuis que cette technique a été adoptée, nous n’avons 
jamais constaté de modifications dans les délais d’incubation 
de la maladie aprés inoculation sous la dure-mére. 

11° Mesures prises en vue de poursuivre l’évolution des cas 
traités pendant six mois au minimum. 

Les médecins et les vétérinaires, ayant adressé des per- 
sonnes mordues, sont priés de nous tenir au courant des acci- 
dents qui pourraient se produire ultérieurement. 

12° Accidents paralyliques : Néant. 

13° Décés y Néant. 

La statistique s’établit donc ainsi : 
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ERRATUM 


Ces Annales, t. LI, p. 482, 4° ligne, Mémoire A. C. Marie: au lieu de 
« Pétuve cet alcaloide », lire « l’étuve avec cet alcaloide ». 
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